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1,4, 7, 10-tetraazacyclododecane-N,N',N' ',N'' '-tetraacetic acid 
1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene 
Ethylenediaminetetraacetic acid 
Fetal bovine serum (sérum de bœuffœtal) 
Hanks' Balanced Salt Solution/N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethane sulfonic acid 
3a-hydroperoxy-1,2,3 ,3a, 8, 8a-hexahydropyrro Io [2,3 f3 ]indo le-2-
carboxylic acid; 
Light dose required to inactivate 50% cells at a given drug dose 
Light dose required to inactivate 90% cells at a given drug dose 
Low density lipoprotein (lipoprotéine de faible densité) 
metallo phthalocyanin (métallo-phtalocyanine) 
metallo disulfonated phthalocyanin (métallo-disulfophtalocyanine) 
3-( 4,5-dimethylthiazo 1-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 


























Sulfonated phthalocyanine (Sulfophtalocyanine) 
Photodynamic therapy (thérapie photodynamique) 
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Oxygen species (espèces radicalaires de l'oxygène) 
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Positron emission tomography/Tomographie par emission de posi-
1-[ 4(trimethylamino )phenyl]-6-phenylhexa-1,3,5-triene 
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Zinc phthalocyanine (phtalocyanine de zinc) 
Zinc phthalocyanines (phtalocyanines de zinc) 
Sulfonated ZnPc, 
Disulfonated ZnPc; 
Alkynyl-substituted zinc trisulfonated phthalocyanines, 








Les métallo-sulfophtalocyanines sont des photosensibilisateurs (PS) promet-
teurs pour la thérapie photodynamique (TPD). Le potentiel photodynamique de ces 
produits dépend grandement de leurs propriétés amphiphiliques. L'ajout d'un substi-
tuant lipophile sur le quatrième anneau benzylique du sulfophtalocyanine (PcS) 
modifie son hydrophobie globale. L'insertion d'une chaîne d'hydrocarbure de lon-
gueur variable module le degré d'hydrophobie. Pour identifier les caractéristiques 
optimales des ZnPcS, nous avons synthétisé une série de dérivés alkynyl du zinc 
trisulfophtalocyanines (ZnPcS3Cn) et comparé leurs propriétés amphiphiliques à un 
nombre de paramètres apparentés à leur potentiel photodynamique. L'hydrophobie, 
l'incorporation cellulaire et la phototoxicité de cinq ZnPcS3 substitués avec une 
chaîne de 2 à 16 carbones ont été analysées et comparées aux ZnPcS3 et ZnPcS2 
non substitués afin de déterminer les principaux facteurs influençant l'activité pho-
todynamique. La membrane plasmique influence-t-elle la relation entre l'hydropho-
bie et l'activité photodynamique? Afin d'élucider le rôle de membrane plasmique, 
nous avons posé l'hypothèse que l'internalisation des ZnPcS dépendait du degré 
d'hydrophobie et de la perméabilité sélective de la membrane plasmique. Nous 
avons utilisé le marqueur fluorescent (TMA-DPH) comme indicateur pour visuali-
ser la distribution sub-membranaire de la série de ZnPcS3Cn et pour détecter les 
modifications de la perméabilité membranaire avant et après TPD pour chacun des 
ZnPcS. 
L'apoptose (mort cellulaire programmée) joue un rôle important dans lapa-
thophysiologie de plusieurs maladies incluant le cancer. Sa détection pourrait être 
un atout pour évaluer l'efficacité des traitements. Les dérivés radioactifs de l'an-
Xl 
nexine-V (AnxV) sont exploités en raison de l'affinité de l'annexine (Anx) pour la 
phosphatidylsérine (PSer), un marqueur de la surface des cellules apoptotiques. 
Nous décrivons une méthode de pré-ciblage en trois étapes pour la détection de 
l'apoptose par tomographie d'émission de positrons (TEP) utilisant le 64Cu-DOTA-
biotine-Streptavidine (64Cu-DOTA-biotine-SAv) comme traceur. Cette méthode se 
base sur l'affmité de la streptavidine (SAv) pour la biotine. L'apoptose est induite 
par TPD dans un modèle tumoral, en utilisant un laser et des métallo-
disulfophtalocyanines (MPcS2) comme PS. Les cellules apoptotiques sont pré-
ciblées avec l'anx-V biotinée après TPD, suivies 2 heures plus tard par une clai-
rance avec l'avidine (Av) pour réduire le niveau des composés biotinés libres. Après 
une autre période de 2 heures, le 64Cu-DOTA-biotine-SAv est injecté dans la veine 
de la queue de l'animal. L'imagerie débute 30 minutes après cette injection pour une 
durée maximale de 9 heures. 
Nos résultats confirment les faits suivants: a) l'hydrophobie des ZnPcS3Cn 
augmente en fonction de la longueur de la chaîne alkynyl, favorise la dimérisation 
et réduit la capacité de produire de l'oxygène singulet (102), b) l'hydrophobie in-
fluence le rapport monomère/dimère des ZnPcS dans les différents solvants, c) 
l'amphiphilie joue un rôle significatif dans le pouvoir photodynamique, d) ZnPcS3 
substitué avec une chaîne de 6 ou 9 carbones donnent des composés alternatifs au 
ZnPcS2, e) la relation entre l'hydrophobie des ZnPcS et leur activité photodynami-
que est complexe et dépend de plusieurs facteurs inter connectés, f) le taux d'inter-
nalisation de TMA-DPH serait un bon indicateur du degré d'hydrophobie des 
ZnPcS, g) la membrane plasmique est une cible importante pour la TPD pouvant 
expliquer la relation entre l'hydrophobie et l'activité photodynamique, h) la SAv 
marquée avec 64Cu par l'intermédiaire d'un complexe biotine DOT A conserve son 
Xll 
affinité pour anx V, i) l'emploi d'une forme biotinée non radioactive de l'anx V 
combinée avec un PET traceur permet une grande flexibilité d'adaptation de ce pro-
cédé à différents protocoles de traitement, j) cette approche d'imagerie peut être 
utilisée comme méthode alternative au 99mTc-anx V pour visualiser l'apoptose dans 
de nombreuses applications médicales et afin d'étudier les différences dans les mé-
canismes d'action. 
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Chapitre I : Introduction 
1. INTRODUCTION 
1.1 Historique médical de la thérapie photodynamique en oncologie 
Les civilisations anciennes connaissaient et utilisaient les effets bénéfiques de la 
lumière et des extraits de psoralène (Psoralea corylifolia) pour traiter les maladies de la 
peau (Allison et al., 2004). Mais la découverte des réactions photochimiques dépen-
dantes de la présence de l'oxygène (02) résulte des travaux d'Oscar Raab sur les para-
mécies en 1897 (Acroyd et al., 2001 ). Après la publication des travaux de Raab, von 
Tappeiner étudia le procédé de photosensibilisation afin d'affirmer l'implication de 1'02 
et réalisa les premiers essais cliniques avec une solution topique d'éosine pour traiter le 
cancer de la peau. Joldbauer et von Tappeiner ont ensuite introduit, en 1904, le terme 
"photodynamische Wirkung" pour décrire le procédé impliquant une action de l' 0 2, 
d'un PS et de la lumière. Ce terme allemand fut ensuite traduit en français par "action 
photodynamique" (Allison et al., 2004; Acroyd et al. 2001; Moan et Peng, 2003). 
La période de 1907 à 1960 fut consacrée à la recherche fondamentale pour éluci-
der le mécanisme de photosensibilisation et effectuer les premiers essais cliniques avec 
l'hématoporphyrine (Hp) chez la souris, le cochon d'inde et l'homme. À cette étape du 
développement de la thérapie photodynamique (TPD), l'inconvénient majeur de l'Hp se 
situait au niveau de la dose injectée. L'accumulation tumorale requise pour obtenir un 
effet phototoxique nécessitait une dose équivalente à lg, ce qui était inacceptable d'un 
point de vue clinique. Des résultats favorables avec l'utilisation de l'Hp ont été rappor-
tés mais le nombre minime de patients traités et l'absence de suivi à long terme ont 
retardé son application clinique en oncologie (Allison et al., 2004a; Acroyd et al. 2001; 
Moan et Peng, 2003). 
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En 1960, Lipson et ses collègues démontrèrent que les impuretés dans l'Hp pro-
voquaient une réduction importante de l'effet photodynamique et une instabilité du 
produit (Huang, 2005). Les travaux de ce groupe de recherche portaient sur la purifi-
cation de l'Hp ayant comme but ultime une augmentation de la concentration d'isomè-
res actifs du mélange. Le dérivé final (HpD) démontrait une amélioration significative 
de l'activité photodynamique incluant une réduction importante de la dose requise. 
Cette amélioration ranima l'intérêt clinique de la TPD. De ce moment jusqu'en 1980, 
les chercheurs étudièrent intensivement les propriétés fluorescentes de l'HpD. Cette 
période a été utile pour démontrer l'efficacité clinique de la thérapie en oncologie et 
d'en soulever ses forces et faiblesses. L'ère moderne de la TPD débuta avec la décou-
verte de la Photofrin®, une forme plus évoluée de HpD (sans monomère) qui fut la 
première médication éprouvée en clinique (Huang, 2005; Allison et al., 2004b; 
Dougherty et al., 1998). 
Les premières études cliniques avec la Photofrin® et la Photohem (analogue 
russe de la Photofrin®) démontrent un effet thérapeutique prononcé mais exige une 
forte dose solubilisée dans un solvant organique et provoque une accumulation impor-
tante dans les cellules de la peau causant une photosensibilisation cutanée de 4-6 se-
maines. En 1992, le Ministère de Santé de la Russie a approuvé l'utilisation clinique de 
la Photohem et commença son investigation clinique. De 1992 à 1996, 1500 patients 
furent traités en Russie et un effet thérapeutique prononcé fut observé chez 91 % des 
malades dont une réduction tumorale totale pour 62 % et partielle pour 29 %. Ces 
premiers essais cliniques démontraient l'efficacité de la TPD et rapportaient plusieurs 
restrictions à l'utilisation du Photofrin®. À partir de ce moment, il est devenu évident 
que l'acceptation du protocole nécessiterait de nouveaux PS avec des propriétés physi-
2 
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cochimiques améliorées (tableau I.1) (Allison et al, 2004b; Dougherty et al., 1998; 
Nowis et al, 2005; van Lier, 1990; Allen et al, 2001 ). 
Tableau I.1 : Caractéristiques des principaux PS pour la TPD (Nowis et al., 2005) 
Photosensibilisateur Longueur coefficient Mode de Véhicule de Dose Dose de T etn!ll après Photosensibilité Commentaires d'onde d'extinction délivrance délivrance topique lumière injection de la peau 
(nm) (M1cm-1) (mgkg-1) (Jcm-2) 
Haematoporphyrin- IV ou 
Le photosensibilisateur le plus féquemment utilisé, 
derivative 630 3.0xltt crème 
Dextrose 5% 2.0-5.0 100-200 24--48 h 2-3 mois approuvé en clinique dans le traitement de plusieurs 
t}1le de cancer 
5-Aminolaevulinic Crème, < 60 ( orally) Précurseur converti dans la mitochondrie en 
acid (protoporphyrin 635 < 5xlü3 100-200 1-2 jours 
IX) 
orale or IV Soluble (eau) < 30 (IV) protoporphyme IX 
Concentration tumorale suffisante après 30 minutes, 
V erteporfin 690 3.5xl04 IV Liposomale 0.1-20 100-200 30-150 min J---5 jours 
clairance rapide, faible photosensitivité de la peau et 
approuvé pour le traitement de la dégénérescence 
maculaire 
Tin etiopurpurin 660 2.8xl04 IV 
Émulsion 
1.0-2.0 100-200 24h jusqu'à 1 mois Photosensitivité cutanée importante lipidique 
T emoporfin 652 3.0xl04 IV 
PEG/éthanol 0.1--0.3 8-12 24--48 h 
jusqu'à 6 Phototoxicité élevée exigeant de trés faible dose de 
eau semaines drogue et de lumière 
Stabilité augmentée, pénétration très profonde des 
Texaphyrins 732 4.2xl04 IV Soluble (eau) 0.6-7.2 150 3-5h minimale tissus, stages cliniques avancès en cardiologie, aucune 
photosensitivié de la peau 
Liposomale Bonne stabilité, pénétration trés profonde des tissus, 
Phthalocyanines 670-680 2.5xl~ IV ou Soluble 0.5-2.0 100 24--72 h 8-10 joours 
(eau) 
stage clinique avancée en cardiologie 
Naphthalocyanines 750-780 >!~ IV Liposomale 
N-aspartyl chlorin e6 664 4.0xl04 IV Soluble (eau) 0.5-3.5 25-100 4h 3-7 days Accumulation rapide dans les tumeurs 
Porphycenes 630 5.2xl04 crème Liposomale 1.0-3.0 nia 
Faible pénétratiion de la lumière, utilisé principalement 
Hypericin 595 4.4xl04 crème Liposomale 24h pour le traitement du psoriasis et des cancers 
superficiels de la peau 
Pendant que la Photofrin® acquiert son approbation clinique vers 1993, on as-
siste à l'apparition de nombreux représentants d'une seconde génération de PS. Pour 
leur part, les phtalocyanines (Pcs) furent les premiers PS introduits après les porphyri-
nes et constituent des composés très attirants en raison de leurs propriétés photophysi-
3 
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ques et photochimiques avantageuses. De plus, l'addition des groupements sulfonates à 
la périphérie du Pc augmente considérablement la solubilité de ces composés et leur 
succès comme agent de la TPD. Beaucoup d'efforts ont été consacrés afin d'élucider 
les mécanismes d'action et de réponses tumorales (van Lier, 1990). 
De 1990 jusqu'à nos jours, le groupe de recherche en Sciences des Radiations de 
l'Université de Sherbrooke a publié plusieurs études démontrant le potentiel photody-
namique de nombreux types de PcS sur de nombreuses lignées cellulaires (in vitro) et 
modèles tumoraux (in vivo) (van Lier, 1990; Allen et al., 2001; Allen et al, 2002; Bras-
seur et al., 1988 ), tandis que les chercheurs du département de Radiation et d'oncologie 
de l'université de Cleveland vantent les mérites de leur représentant vedette, un Pc de 
silice nommé Pc4 (Allen et al., 2001; He et al., 1997; George et al., 2005). 
De 1992 à 1995, le centre de l'Académie russe des sciences médicales et de 
l'Académie médicale de Moscou a traité avec succès 42 patients avec le Photosense, 
une solution de sulfophtalocyanine d'aluminium. Des cancers de la peau, du sein, du 
poumon, gastro-intestinal ainsi que celui de la tête et du cou ont été traitées avec suc-
cès en utilisant des doses de Photosense de 0.5 à 1 mg/kg (Lukyanets, 1999). Ces étu-
des ont révélé une régression tumorale chez 50% des patients tandis que 43% mon-
traient une réponse partielle mais 7% ne présentaient aucune réponse. Pour le cancer 
de peau non malin, le Centre de recherches d'état de Moscou rapporte une réponse 
tumorale complète de 85% au traitement Photosense-TPD. À la fin de l'an 2000, la 
compagnie suisse (Ciba-Geigy Ltd) et son associé canadien (QLT PhotoTherapeutics) 
ont développé leur préparation liposomale du ZnPc (CGP55847) et entreprirent depuis 
peu une investigation clinique sur des patients avec des carcinomes du tractus digestif 
( Ochsner, 1996). 
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Grâce à la collaboration d'équipes pluridisciplinaires et de nouvelles perspectives 
cliniques, la TPD est maintenant approuvée pour l'utilisation de la Photo:frin® dans 40 
pays dont les États-Unis, le Canada, la Russie et le Japon pour traiter plusieurs types 
de cancer dont ceux de la peau, de la tête et du cou, de la vessie, des poumons, du sein 
et d'autres organes reproducteurs. De plus, le Photosense a été récemment approuvé en 
Russie (Allison et al., 2004a) et un grand nombre d'autres PS de seconde génération 
sont présentement en essais cliniques (tableau I.2) (Allison et al, 2004 a et b; Acroyd 
et al. 2001; Moan et Peng, 2003; Dougherty et al., 1998; van Lier, 1990; Mitton et 
Ackroyd, 2005). 
L'efficacité de la TPD en oncologie n'est plus mise en doute. Une limitation sé-
rieuse de cette thérapie est la difficulté de réaliser une exposition efficace de tout le 
corps (Acroyd et al, 2001 ). Néanmoins pour des maladies avancées, la TPD démontre 
une certaine efficacité contre les tumeurs pré malignes et malignes mais présentement 
elle ne procure qu'amélioration de la qualité de vie et la longévité. Pour la forme pré-
coce et localisée du cancer, la TPD peut être très sélective et curative. 
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Tableau 1.2 : Avancement clinique des PS (Moan et Peng, 2003; Brown et al., 2004). 
Compagnie Photosensibilisateur nom commercial Application clinique Statut clinique 
Haematoporphyrin- Cancer de !'oesophage, du poumom premier et avancé stage, de la vessie, gastr~ue 
Approuvé dans 40 pays derivative Photofrin® superficiel et cervical, dysplasie cervicale 
Axcan Phanna Cancer de la tête et du cou, du cerieau, intestinal, poumon, peau, vessie et sein Phase 1/11 Haematoporphyrin- métastatique, le sarcome de Kaposi, !'oesophage de Barret!, tumeurs intrathoraciques et Phase Ill derivative Photofrin® intrapérfonéales, le psoriasis, restenose artériel 
State Research 
Centre for Laser Haematoporphyrin Cancer de la peau, sein, oropharinge, poumon, larynx et gastrointestinal , psoriasis et Approuvé 
Medicine (Russia) derivative Photoheme l'opacité des greffes cornéennes 
Kératose actinique (usage topique) Approuvé 
DUSA Phannaceuticals 5-Aminolaevulinic acid Levulan® 
Cancer de peau, oesophageal et gastrC>-intestinal, ablation endometrial, psoriasis et 
Preclinical (ALA) !'oesophage de Barret! 
Détection du cancer de la vessier Phase 1-11 
PhotoCure AS Melh~ 5-Aminolaevulinic P1202 
Kératose actinique (usage topique) et carcinome des cellules basales Approuvé 
acid (ALA) Autres lésions de la peau Phase Ill 
Visudyne™ Dégénérescence maculaire Approuvé 
Cancer de la peau sans mélanome et psoriasis Phase 1111 
QLT 
Benzoporphyrin derivative Photo Therapeutics and Phase Ill 
Novartis Ophlhalmics monoacid (BOP-MA) Verteporfin 
Carcinomes des ceUules basales 
Arthrite rhumatoide et psoriatique, sclérose en plaques, !'oesophage de Barret!, ablation 
endometrial, purge de moelle Préclinique 
Dégénérescence maculaire Phase Ill 
M iravant Medical Tin etiopurpurin Purlytin ™ Cancer du sein métastatique, cutané et le sarcome de Kaposi Phase 111111 Technologies 
Cancer prostatique Phase 1 
Cancer palliatif de la tête et du cou Approuvé 
Cancer de la poitrine, gastrointestinal et du pancréas Phase Il 
Scotia Phannaceuticals Temoporfin Foscan® 
Cancer oesophageal et œsophage de Barret!, thérapie adiJvante pour les cancers 
avancés Phase 1111 
Lutrin™ 
Cancer du sein récurrent Phase II 
Pharmacyclics T exaphyrins 
Cancer gastrique et de la prostate Préclinique 
Antrin™ Cancer du sein Phase li 
Optrin™ Angioplastie Phase 1 
Ciba-Geigy Phthalocyanine CGP55847 Dégénérescence maculaire Phase 1 
State Research Centre Phthalocyanine Photosense Types variés de tumeurs solides de la peau, du sein, des poumons, Phase m NIOPIK (Russia) gastroinstesinal etc ... Approuvé en Russie 
V .1. Technologies Phthalocyanine Pc4 Cancer de la peau, sein, oropharingeal, poumon, larynx et gastrointestinal, Phase Ill psoriasis 
MeijiSeika Kaisha Ltd Cancer du poumon (premier stage) Phase In 
& Light Sciences N-aspartyl chlorin e6 NPe6 
Corporation Tumeurs solides dans la têt et le cou, poumon rectum,prostate, etc ... Phase II 
Theratechnologies Rhodamines TH9402 Cancer du poumon endobronchial et malignacité cutanée Phase 1 
Pacifie Phramaceuticals Boronated 
!ne. porphyrin BOPP Cancer du cerveau Phase 1 
Glioblastomes Phase 1/11 
V im Rx Pharmaceuticals Hypercin Apllications dermiques (psoriasis, cancer de la peau sans mélanome) Preclinical 
L ympome (cellules T), Psoriasis, verrues, cancer de peau Phase 1 
Son avancement clinique exige l'utilisation de lasers plus performants pour obte-
nir une pénétration plus profonde de la lumière dans les tissus. L'emploi de fibre opti-
que couplée avec d'autres systèmes d'endoscopie pourra permettre dans un avenir rap-
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proché une livraison précise de la lumière à la plupart des parties du corps. On doit 
aussi augmenter l'accumulation intracellulaire des drogues et leur spécificité contre les 
cellules tumorales. Plusieurs stratégies sont présentement testées pour augmenter l'ac-
cumulation du PS dans les cellules tumorales dont une modification précise de la 
structure chimique du PS ou une incorporation du PS dans des véhicules comme les 
liposomes. L'augmentation de la spécificité tumorale pourrait être réalisée par la 
conjugaison des PS avec des anticorps ou des peptides ciblant des récepteurs spécifi-
ques des cellules cancéreuses. Donc, les PS découlant de ces deux stratégies forme-
ront, dans un avenir rapproché, une troisième génération qui devrait améliorer l'effica-
cité globale de la TPD 
1.2 Définition générale de la thérapie photodynamique 
La TPD est une thérapie photochimique basée sur l'action concertée de trois fac-
teurs inoffensifs; la lumière visible, le PS et l' 02. Une première étape permet une ac-
cumulation du PS dans les cellules tumorales (in vitro) ou bien dans la tumeur (in vi-
vo). Une seconde étape vise l'excitation du PS par une lumière d'énergie appropriée 
pour atteindre un état d'excitation hautement énergétique (triplet). La molécule excitée 
peut ensuite subir des réactions photochimiques avec les molécules biologiques envi-
ronnantes ou l' 0 2 moléculaire produisant soit des radicaux oxydatifs ou de 1'10 2 (Allen 
et al., 2001; Sharman et al., 1999). Ces espèces réactives induisent des dommages cy-
totoxiques assez sévères pour causer la mort cellulaire. La sélectivité de la TPD pro-
vient notamment de l'accumulation sélective du PS dans les tissus malades et de l'illu-
mination restreinte à la région affectée. 
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1.3 Mécanismes d'action de la thérapie photodynamique 
Depuis 1930, les chercheurs tentent de démystifier le mécanisme d'action de l'ef-
fet photodynamique. Kautski fut le premier à démontrer par des expériences simples 
que la photooxygénation impliquait un oxydant probablement gazeux. Il proposa qu'un 
PS excité déclanchait une excitation de 1'02 pour former de 1'02 activée. Mais son in-
terprétation fut très controversée pendant 30 ans pour finalement être acceptée en 1964 
(Foote, 1991). 
De nos jours, nous savons que le procédé débute avec l'absorption d'un photon 
par le PS qui doit être capable d'emmagasiner l'énergie pendant un certain temps 
(micro- ou millisecondes). Ceci est possible lorsque l'électron excité change son axe de 
rotation, une situation transitoire dénommée croisée intersystémique. La molécule est 
alors excitée et peut soit retourner à son état par l'émission d'un photon de fluorescence 
ou bien continuer son excitation pour atteindre un état excité très réactif (triplet). Une 
fois l'état triplet généré, celui-ci peut effectuer un transfert d'énergie soit avec l'état 
fondamental de 1'02 ou avec un substrat biologique. Les réactions photochimiques de 
type 1 impliquent l'abstraction d'un hydrogène ou des réactions de transfert électroni-
que entre l'état triplet du PS et un substrat biologique, un solvant ou une autre molé-
cule de PS présent dans le tissu, générant des radicaux libres et ioniques. 
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Figure I.1: Mécanismes d'excitation du PS (De Rosa et Crutchley, 2002; Sharman et al., 
2000; Castano et al. , 2004). 
Ces radicaux peuvent alors réagir avec 1'02 et former des radicaux hydroxyles, 
des peroxydes et l'anion superoxyde. Ces espèces hautement réactives produisent des 
dommages biologiques oxydatifs menant à la mort cellulaire (figure I.2). Un PS excité 
peut aussi servir d'intermédiaire et former de 1'10 2• Dans ce deuxième mécanisme (type 
2), le PS retourne à son état fondamental en transférant directement son énergie à une 
molécule d'02 qui est alors transformée sous une forme excité (triplet), 1'10 2• Cette 
forme hautement réactive de 1'02 est produite par excitation électrique d'une molécule 
d'02 et peut réagir avec un grand nombre de substrats biologiques et induire des dom-
mages oxydatifs provoquant la mort de la cellule. 
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Figure I.2: Mécanismes d'action de la TPD (De Rosa et Crutchley, 2002; Sherman et al., 
2000; Castano et al., 2004). 
Puisque le PS n'est pas consommé dans ce procédé, une molécule de PS peut su-
bir plusieurs excitations durant l'illumination et créer un nombre impressionnant de 
radicaux et d'10 2. Une fois 1'10 2 créé, sa haute réactivité et sa courte demi-vie provo-
quent une réaction instantanée avec les cibles cellulaires dans son voisinage immédiat. 
La majorité de ces réactions est irréversible et mène à la consommation d'02. Cette 
dernière est assez significative pour causer des diminutions mesurables dans l'oxygé-
nation de tissu. En plus de ses réactions avec les cibles cellulaires, 1'10 2 peut réagir 
avec le PS. Ceci mène à sa destruction irréversible et réduit son activité photodynami-
que. De plus, une petite fraction de 1'10 2 peut être perdu via l'émission d'un photon de 
phosphorescence par un retour automatique à son état fondamental. 
Même s'il est reconnu que la majorité des PS accomplissent leur effet photody-
namique selon le mécanisme réactionnel de type 2, l'importance des réactions de type 
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1 amplifie la réduction de la concentration en 0 2 dans les tissus. Comme les deux mé-
canismes impliquent une réaction en chaîne de radicaux en présence de 1'02 aboutis-
sant à des dommages oxydatifs similaires, l'effet photodynamique global dans une 
tumeur est une sommation des effets individuels des deux mécanismes impliqués. 
1.4 Principaux facteurs influençant l'efficacité de la thérapie photodynamique 
L'activité photodynamique est influencée à différents niveaux individuellement 
ou collectivement par ces trois principaux acteurs: la lumière, 1'02 et le PS. Une théra-
pie efficace exige la présence de ces trois éléments essentiels dans toutes les régions 
ciblées et une seule déficience d'un de ces trois éléments empêche toute activité photo-
toxique. De plus, l'effet photodynamique global dans une masse tumorale est influencé 
par la croissance anarchique de la tumeur, l'hétérogénéité tumorale, l'activité métaboli-
que des cellules tumorales, la présence d'anormalités génétiques ainsi que par les 
conditions de traitement telles que la température, le temps d'incubation avec la dro-
gue, la dose de lumière, etc. 
1.4.1 Lumière 
Une excitation efficace du PS nécessite une source lumineuse générant une quanti-
té suffisante de photons d'une longueur d'onde adaptée aux spectres d'absorption élec-
tronique du PS. ln vitro, on utilise généralement une source lumineuse à spectre large 
muni de filtre afin de favoriser le passage des longueurs d'ondes correspondant au 
spectre d'absorption du PS. Dans ces conditions expérimentales, l'utilisation d'un film 
cellulaire très fin (µM), un apport constant en 0 2 sans aucune restriction de la surface 
d'illumination permet de présumer que la phototoxicité dépend surtout du type de cel-
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Iules cancéreuses, de la dose de lumière administrée et bien sûr de la localisation intra-
cellulaire du PS. Une augmentation du temps d'illumination se traduit par une augmen-
tation de la mort cellulaire pour tous les types de cellules. Mais la dose requise pour 
détruire 90 % des cellules de lignées différentes est fortement influencée par leurs ca-
pacités réparatrices. Par exemple, pour des conditions expérimentales identiques de 
TPD, la lignée cellulaire tumorale EMT-6 est plus sensible à la TPD que les lignées 
cellulaires A549 ou bien 1774 (Allen et al, 2001; Brasseur et al., 1999). 
ln vivo, la pénétration de la lumière est influencée par plusieurs autres facteurs 
dont sa longueur d'onde, le type et la pigmentation du tissu, la dimension et la localisa-
tion de la tumeur ainsi que les caractéristiques d'absorption du PS (Nowis et al., 2005). 
En premier lieu, l'intervalle d'activation de la lumière visible se situe entre 600 et 900 
nm. Sous 600 nm, la forte capture des photons émis par l'hémoglobine limite fortement 
la pénétration de la lumière dans le tissu. Tandis qu'une lumière supérieure à 900 nm 
n'émet pas une énergie suffisante permettant la production de 1'10 2 (Castano et al., 
2004). La profondeur de pénétration de la lumière dépend également de sa longueur 
d'onde, une lumière de 800 nm pénètre 5 mm de plus que celle de 630 nm (Nowis et 
al., 2005; Castano et al., 2004; Allison et al., 2004a). L'utilisation d'un PS ayant une 
absorption maximale vers 800 nm permet de traiter des tumeurs plus grosses ou plus 
profondes. Une éradication d'une tumeur de plus de 1 cm est possible mais exige un 
apport important du système immunitaire (Moan et Peng, 2003). 
En second lieu, la lumière doit être délivrée de manière à fournir une énergie suf-
fisante et recouvrir entièrement la région traitée. La dosimétrie est particulière à cha-
que PS et doit tenir compte des pertes encourues par la présence de molécules biologi-
ques photosensibles, la réduction due aux propriétés physiques des tissus, la concentra-
tion de PS accumulée ainsi que son coefficient d'extinction (Castano et al., 2004; Hen-
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derson et Dougherty, 1992). La lumière perd une quantité importante de son intensité 
durant son trajet par réflexion, dispersion, transmission ou par absorption dans les dif-
férentes cellules du tissu. L'intensité lumineuse diminue exponentiellement avec la 
distance donc plus le tissu est épais ou profond plus la lumière sera atténuée. Chaque 
tissu est caractérisé par un facteur d'atténuation et le niveau de pénétration du flux lu-
mineux diminue progressivement avec l'augmentation du coefficient d'atténuation. 
L'absorption et la dispersion optique diffèrent d'un tissu à l'autre. La pénétration dans 
le foie est fortement réduite par la teneur élevée en hémoglobine tandis que la structure 
réfractaire de la calotte crânienne empêche l'exposition des tissus du cerveau (Hender-
son et Dougherty, 1992). 
D'un point de vue tumoral, le développement d'une tumeur implique une aug-
mentation du niveau de couches cellulaires autour de vaisseaux nourriciers. Cette 
croissance étagée occasionne un éloignement progressif des cellules périphériques de 
ces vaisseaux et une réduction importante de leur degré d'alimentation. À l'inverse, la 
pénétration de la lumière est atténuée par l'épaisseur du tissu tumoral donc les cellules 
plus centrales pourraient ne pas recevoir une intensité lumineuse suffisante pour per-
mettre une photosensibilisation efficace. 
Finalement, le PS absorbe une quantité de lumière et limite ainsi sa pénétration. 
Le PS sert de filtre et sa capacité d'absorption dépend de son coefficient d'extinction 
molaire. Plus il absorbe fortement à la longueur d'onde du traitement plus il arrête sa 
propagation. En raison de ces limitations, il est vraiment important de bien adapter la 
dosimétrie selon le PS, le type de tumeurs et des tissus environnants. Une source lu-
mineuse idéale doit recouvrir une zone tridimensionnelle, provoquer un effet létal au 
dessus de la région tumorale et minimiser les dommages dans les tissus sains. Plu-
sieurs types de sources lumineuses peuvent être utilisés mais les lasers restent de loin 
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les plus efficaces en raison de leurs propriétés uniques (Vladmirov et al, 2004). Ceux-
ci sont des sources de lumière cohérente produisant une lumière monochromatique 
dans laquelle les particules de lumière, ou photons, se déplacent tous dans la même 
direction. Il en résulte un faisceau très focalisé qui possède un flux énergétique très 
puissant par unité de surface. Ces propriétés permettent au laser de produire un fais-
ceau puissant plus pénétrant et plus sélectif pour les tissus ciblés. 
1.4.2 Oxygène 
L'02 sert d'accepteur d'énergie provenant du PS excité. Ce dernier est indispen-
sable au déclenchement de la réaction phototoxique. L'efficacité de la TPD est propor-
tionnelle à la pression partielle de 1'02 et est complètement abolit en son absence. In 
vitro, l'aération maintient une atmosphère riche en 0 2 et n'influence pas significative-
ment l'effet phototoxique. Mais l'importance de 1'02 peut être démontrée en cultivant 
les lignées cellulaires sous atmosphère contrôlée. On peut créer artificiellement une 
gamme variée de conditions allant de l'anoxie, passant par l'hypoxie jusqu'à la sursatu-
ration. Par exemple, un effet phototoxique complet a été rapporté pour la Photofrin II 
en présence de 5 % d'02 mais un abaissement à 1 % cause une réduction d'efficacité de 
50% tandis que le ClAlPcS montre un comportement similaire mais une perte d'activi-
té de 50 % est observée à une pression en 02 plus faible équivalant à 0,33% (Hender-
son et Dougherty, 1992). 
In vivo, la dynamique est complètement différente et l'oxygénation des tissus 
joue un rôle déterminant. Plusieurs facteurs influencent la concentration en 02 dans les 
tissus comme la vascularisation, les caractéristiques du tissu, l'hétérogénéité et le mé-
tabolisme cellulaire (Nowis et al, 2005). La pression partielle en 02 (p02) diminue en 
fonction de l'éloignement du réseau capillaire et augmente avec le niveau de vasculari-
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sation, i.e. le nombre de vaisseaux sanguins. La p02 dans les tissus humains est large-
ment inférieure à celle de l'air que nous respirons. En effet, si la p02 est de 15% au 
niveau des alvéoles pulmonaires, elle n'est que de 4% dans le foie, de 3% au niveau de 
la moelle osseuse et peut descendre jusqu'à 0.025% au centre d'une tumeur (Ebbesen et 
al., 2000; Lewis et al., 1999). La concentration en 0 2 varie en fonction de l'emplace-
ment de la tumeur donc l'oxygénation d'une tumeur rénale est généralement plus faible 
qu'une tumeur pulmonaire. L'hypoxie tissulaire au sens strict se définit comme une 
concentration en 02 inférieure aux valeurs physiologiques et qui ne permet pas de sa-
tisfaire aux besoins des tissus. En oncologie, l'hypoxie se situe à une pression partielle 
en 02 inférieure à 0,5 % (Lewis et al., 1999). 
Dans la majorité des tumeurs, les cellules entourant les vaisseaux nourriciers sont 
généralement viables et bien oxygénées. En contrepartie, une masse tumorale est ca-
ractérisée par une croissance accélérée engendrant une organisation vasculaire chaoti-
que qui perturbe rapidement la microcirculation. Cette situation hostile n'empêche pas 
la prolifération mais entraîne une distribution non homogène des nutriments. Dans la 
masse tumorale, les cellules tumorales sont très hétérogènes en terme de prolifération 
ou de consommation de 1'02. Les tumeurs solides contiennent des régions hypoxiques 
qui constituent fréquemment 5-30% de la population totale de cellules viables (Shyam 
et al., 1999). L'activité métabolique des cellules et l'épaisseur du tissu tumoral cause 
une réduction du taux de diffusion de 1'02 engendrant une diminution de la concentra-
tion de 1'02 de la périphérie vers le centre de la tumeur et autour des zones métaboli-
quement actives. 
La présence de microzones hypoxiques ou anoxiques peut être répartie dans toute 
la tumeur mais la zone nécrotique apparaît après un éloignement de >70µm des vais-
seaux nourriciers (Vaupel et Mayer, (2005). Dans une zone hypoxique, les cellules 
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subsistent dans un environnement hostile et leur survie dépend de leurs capacités 
d'adaptation. 
Cellules Cellule:« 
Ccllul CS h')l>ODCJUCS 
·viables 
1 yp~tc pC1mancutc) 
11l h 1le s IJ>"J>OXÎqucs 
viables 
(hn>oxie b ·awritoi1·c) 
Figure 1.3: Développement de zones hypoxiques permanentes et transitoires dans une 
tumeur (Shyam et al, 1999). 
Généralement, ces cellules réduisent leur croissance jusqu'à la dormance provo-
quant une réduction de l'accumulation des drogues, une augmentation du temps dispo-
nible pour procéder aux réparations, une formation réduite de radicaux due à l'absence 
d'02, etc. Ces cellules restent viables et peuvent reprendre en tout temps leur vitesse 
normale de croissance permettant l'apparition de formes plus résistantes, plus agressi-
ves ainsi que des métastases. Durant la photosensibilisation, la fluctuation de la 
concentration en Oi représente un autre point important limitant l'efficacité du procé-
dé. Tout d'abord, le procédé consomme ou altère une quantité importante d'Oi. Par 
exemple, un taux de consommation, non négligeable, variant entre 6 et 9 µM/sec a été 
rapporté en utilisant la Photofrin II et une source lumineuse de 50mW/cm2 (Fuchs et 
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Thiele, 1998). Le taux de consommation d'02 dépend des taux de photons délivrés et 
de triplets formés produits durant l'illumination. Généralement la vitesse de consom-
mation dépasse le taux de réalimentation limitant la disponibilité de 1'02 et génèrant de 
plus en plus des conditions hypoxiques. 
En second lieu, la détérioration des vaisseaux durant l'illumination cause une ré-
duction de l'oxygénation et conduit à l'hypoxie. Un effet cumulatif des deux phénomè-
nes génère finalement une nécrose des tissus illuminés. Durant cette dernière étape 
l'alimentation en 02 est interrompue par la constriction des vaisseaux et l'arrêt de la 
circulation sanguine. Le niveau d'02 est irréversiblement réduit provoquant des zones 
anoxiques et des dégâts irréversibles. Ces zones sont réputées pour protéger les cellu-
les dormantes responsables de la recroissance tumorale après traitement. 
Le fractionnement des doses d'illumination constitue une méthode permettant de 
maintenir une bonne oxygénation de la tumeur. Les périodes de noirceur permettent 
une réoxygénation des tissus hypoxiques et améliorent la destruction des cellules tu-
morales. Par contre, des périodes de 4-9 h peuvent aussi permettre à la cellule de répa-
rer les dommages sous létaux et augmenter la survie cellulaire ou la résistance des cel-
lules au traitement. La réussite de cette méthode se situe surtout au niveau de la sélec-
tion du temps d'attente entre les périodes d'illumination et le temps optimal serait esti-
mé à une heure. 
1.4.3 Photosensibilisateur 
Les PS sont des composés chimiques ou naturels capables d'absorber la lumière 
d'une longueur d'onde spécifique et la transférer à d'autres molécules pour produire des 
agents cytotoxiques létaux. Une centaine de composés naturels ou synthétiques peu-
vent jouer le rôle de PS. À ce jour, il existe trois grandes générations de PS. La pre-
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mière génération est représentée par des dérivés de l'hématoporphyrine comme la Pho-
tofrin®. Des inconvénients majeurs sont reliés à l'utilisation des porphyrines dont une 
accumulation importante dans les tissus cutanés provoquant une photosensibilité ac-
crue de la peau à la lumière, une faible absorption dans la région de 630 nm, largement 
atténuée par l'hémoglobine contenue dans les globules rouge du sang ainsi qu'une pré-
sence significative d'impuretés. Pour pallier à de tels inconvénients, la recherche de 
nouveaux PS demeure un atout important. Un PS idéal pour la TPD devrait répondre 
aux exigences suivantes (Allison et al., 2004b;Sharman et al., 1999; Castano et al., 
2004): 
a) Être chimiquement pur 
b) Composition connue et stable 
c) Hydrosoluble 
d) Administration facile 
e) Avoir une toxicité minimale et ne générer aucun dérivé toxique dans le noir 
t) Activité phototoxique 
g) Non mutagène et non cancérogène 
h) Être préférentiellement retenu par les tumeurs 
i) Être rapidement excrété du corps sans induire de toxicité systémique 
j) Avoir une réactivité photochimique élevée, avec des rendements élevés d'états 
triplets ( <j>T) avec de longues demies vies ( i-T) 
k) Être capable de produire une quantité suffisante d'espèces réactives de l' 02 
1) Avoir une forte absorbance avec un coefficient d'extinction molaire (G) élevé 
à une plus longue longueur d'onde ( 600-800 nm) 
m) Provoquer une photosensibilité minimale de la peau à lumière du soleil. ( ::24 
heures). 
n) PS optimal pourra être combiné à d'autres formes de traitement telles que la 
chirurgie, le rayonnement, et la chimiothérapie. 
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À ce jour aucun PS ne peut être considéré idéal pour chacune des applications 
possibles mais on peut toujours tirer les propriétés optimales de chaque sujet et déve-
lopper des PS plus puissants. Ces PS, dit de seconde génération, regroupent plusieurs 
composés chimiquement plus pures comme les Pcs, les chlorines, l'acide 5-
aminolévulinique (5-ALA), Foscan®, les porphyrines synthétiques, etc. Tous sont ca-
ractérisés directement par leur structure chimique. La plupart d'entre eux dérivent de la 
classe des tétrapyrroles de type porphyrine, des composés formés d'un noyau aromati-
que avec un large système conjugué d'électrons-p. De ces représentants, les Pcs sont 
considérés très prometteurs en raison de leurs propriétés chimiques améliorées et appa-
raissent comme une alternative aux porphyrines. 
i Définition et propriétés des phtalocyanines 
Les Pcs sont des colorants fortement utilisés comme pigment pour l'encre d'im-
pression ou la peinture. De plus ces colorants ont la propriété d'être sélectivement re-
tenus par les cellules cancéreuses ce qui leur confère une place en oncologie. Les Pcs 
sont des dérivés d'azoporphyrines dont le macrocycle est composé de quatre groupes 
pyrroles fusionnés par des liens azotes et étendu de quatre anneaux de benzène au ni-
veau des sous unités pyrroles (figure I.4). 
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Figure 1.4 : Structure typique d'un phtalocyanine où M est un ion métallique central (Al, 
Co, Ga, Si, Zn) et R représente une multitude de substituants périphériques dont 
S03H, F, COOH, etc. 
Ces modifications structurales provoquent un déplacement de l'absorption à des 
longueurs d'ondes plus éloignées dans la région rouge du spectre d'une intensité plus 
forte que les bandes de Soret. Ce changement d'absorption permet une capacité de pé-
nétration améliorée et un coefficient d'extinction molaire supérieur (s ::::: 105 M-1cm-1) 
augmentant leur phototoxicité comparée aux porphyrines (630 nm, s::::: 103 M-1cm-1). 
Les Pcs sont non toxiques, stables, faciles à synthétiser ou à modifier afin d'améliorer 
leurs propriétés photophysiques et pharmacologiques. De plus, l'utilisation de Pcs ré-
duit significativement la photosensibilité de la peau des animaux traités (van Lier, 
1990; Allen et al., 2001; Sharman et al., 1999). 
ii Métal central 
L'ion métallique central peut être représenté par Al, Co, Cu, Fe, Ga, Si ou Zn et 
chacun d'entre eux affecte différemment la stabilité, les rendements et les propriétés de 
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transfert d'énergie du triplet. Une photosensibilisation efficace exige un triplet possé-
dant une demi-vie d'au moins une microseconde. L'incorporation d'un ion diamagnéti-
que (Al, Ga, Si ou Zn) dans le centre du macrocycle peut donner des triplets d'une 
demi-vie ('tT ~.4 ms) et une énergie variant entre 110 et 125 kJ/mole, laquelle est suf-
fisante pour générer de 1'10 2 (94,5 kJ/mole) (Allen et al, 2001). Ces MPcs donnent des 
rendements supérieurs à 0,5 en 10 2• Les composés sans métal central et ceux contenant 
des métaux paramagnétiques (Cu, Co et Fe) produisent des triplets de courte demi-vie 
{tT<20ns) et affichent une phototoxicité minimale (van Lier, 1990). Nous avons sélec-
tionné le Zn comme ion métallique central pour trois raisons : a) donne un état triplet 
de très longue demi-vie, b) très réactif pour la synthèse chimique des produits et c) 
aucune substitution axiale possible. 
iii Modification structurale 
Les Pcs sont généralement des composés hydrophobes et insolubles dans la plu-
part des solutions aqueuses. Une augmentation de la solubilité des Pcs faciliterait leur 
utilisation dans les systèmes biologiques. La structure chimique des Pcs se modifie 
facilement par l'ajout d'un ou de plusieurs substituants à partir des valences excéden-
taires du métal central ou des benzènes périphériques. Par contre, l'emploi du Zinc 
comme ion métallique limite les modifications structurales aux éléments périphériques 
du macrocycle parce qu'il est dépourvu de valence supplémentaire comme le Ga, Al et 
Si. 
L'obtention d'un dérivé soluble du ZnPc peut être réalisée par sulfonation soit par 
condensation de l'acide sulfophtalique ou par réaction directe avec l'acide sulfurique 
fumant. Le produit final est typiquement un mélange de mono- di- tri- et tétrasulfoné 
ZnPc que l'on peut facilement séparer par chromatographie en phase liquide inversée. 
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La méthode directe donne des dérivés plus actifs. Les études précédentes de notre 
équipe portant sur les PcS hydrosolubles ont démontré leur efficacité pour la destruc-
tion des cellules tumorales in vitro et la régression de tumeurs in vivo. Les propriétés 
hydrophobes et hydrophiles dépendent du degré de sulfonation et affectent différem-
ment le niveau d'agrégation, la capacité de produire de 1'10 2 et l'activité photodynami-
que résultante (Wagner et al., 1987). 
Nous avons précédemment synthétisé des ZnPcS de zinc, de gallium et d'alumi-
nium avec divers degrés de sulfonation par des méthodes de condensation ou de sulfo-
nation (Ali et al., 1988). Ces études précédentes ont établi une relation inverse entre la 
solubilité et l'activité en fonction du nombre de groupements sulfonates (S03} Plus le 
nombre de so3· croit plus la solubilité augmente par contre la phototoxicité devient 
négligeable. Ces études ont aussi démontré que la présence de deux groupements so3 · 
adjacents (ZnPcS2a) produit une activité photodynamique maximale mais la présence 
d'un grand nombre d'isomères ( ~ 16) complique grandement la purification d'une seule 
forme isomérique. 
Afin de préserver une solubilité et une activité maximale, notre stratégie est de 
synthétiser une nouvelle série de ZnPcS avec trois groupements so3 · périphériques et 
un autre groupement lipophile périphérique plus ou moins long modulant l'hydrophilie 
du ZnPcS3 à un niveau correspondant à notre puissant ZnPcS2. Puisque le macrocycle 
du ZnPcS3 est hydrophobe et que les groupements sulfonates périphériques attachés 
sont hydrophiles, la modulation des propriétés amphiphiliques du ZnPcS peut être ac-
complie en substituant un groupement so3· par une chaîne lipophilique d'alkyles de 
différentes longueurs. L'utilisation d'un agent protecteur combinée avec l'action cataly-
tique du palladium nous a permis de préparer une série originale de ZnPcS3 substitué 
avec des chaînes de carbone de différentes longueurs sur le quatrième groupement 
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benzyle libre (Tian et al, 2000). Dans le premier article de cette thèse, nous compare-
rons les propriétés de ces nouveaux ZnPcS3 pour établir la relation entre la structure et 
le potentiel photodynamique global. 
1.5 Sélectivité et distribution 
En conséquence, la localisation et la concentration intracellulaire du PS joue un 
rôle important sur le destin final de la cellule ciblée. L'ampleur des photodommages 
dépend principalement de l'état d'agrégation du PS (seulement les espèces monoméri-
ques sont photoactives), de sa localisation dans les cellules et de la dose de lumière 
(Gantchev et al., 1994 a et b). Par contre, la distribution biologique est influencée par 
l'hydrophobie (Allen et al., 2002; Sharman et al., 2000; Moor, 20002) et par la durée 
d'incubation de l'agent photosensible avant illumination. 
1.5.1 Notion d'hydrophobie et d'incorporation cellulaire 
L'effet phototoxique dépend grandement de la capacité des PS à traverser les dif-
férentes membranes de la cellule. L'hydrophobie détermine souvent la vitesse de diffu-
sion des molécules à travers la membrane, l'interaction des molécules avec des pro-
téines du sérum, aussi bien que leur distribution dans les emplacements spécifiques 
(organelles) de la cellule (Allen et al., 2001; Urizzi et al., 2001; Polo et al., 2002). 
L'importance de la lipophilie vs l'hydrophobie pour l'activité photodynamique du PS a 
été démontrée dans beaucoup d'études (Allen et al., 2002; Zeng et al., 2001; You et al., 
2003). Des PS amphiphiles (Wagner et al., 1987) et hydrophobes avec moins que deux 
charges négatives peuvent être intériorisés dans les cellules par la diffusion passive, 
par endocytose via une association avec des lipoprotéines de faible densité (Paquette et 
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al., 1988; Kessel et al., 1987) ou grâce à l'albumine ou bien par une combinaison de 
ces procédés. Des PS hydrophiles ou des PS hydrophobes avec plus que deux charges 
négatives, ne peuvent pas diffuser à travers la membrane plasmique mais peuvent être 
transportés par endocytose en formant des liens non covalents avec les protéines du 
sérum telles que l'albumine et les globulines (Siboni et al., 2002). 
De plus, les Pcs possèdent des propriétés hydrophiles et hydrophobes différentes 
selon leurs structures chimiques affectant leur tendance à s'agréger, changeant leur 
capacité de produire de 1'102 et résultant en un large éventail d'effets photodynamiques 
(Wagner et al., 1987). Les PS hydrophobes tendent à s'agréger dans un milieu aqueux 
(Philips, 1997) diminuant leur activité photodynamique tandis que les PS hydrophiles 
s'incorporent plus difficilement dans la cellule (Kessel et al. 1987), ciblent des lieux 
moins photosensibles (Kongshaug et al. 1989) et sont plus rapidement éliminés in vivo 
(Woodbum et al, 1992). En général, les PS amphiphiles montrent une plus haute acti-
vité photodynamique (Allen et al., 2002; Brasseur et al., 1988). 
Parmi les PcS, les composés substitués avec deux groupements S03- adjacents 
possèdent une hydrophobie appropriée pour une pénétration optimale dans les mem-
branes cytoplasmiques ce qui leur confère une haute activité photodynamique contre 
les cellules tumorales (in vitro) et les tumeurs animales expérimentales (Allen et al., 
2002; Paquette, 1988; Magaron et al., 1996; Chan et al., 1996). Cependant de tels déri-
vés sont difficiles à purifier comme les produits isomères seuls. Pour combler cet in-
convénient, nous avons précédemment synthétisé des ZnPcS, de gallium, et d'alumi-
nium solubles dans l'eau avec divers degrés de sulfonation par condensation ou par 
sulfonation directe (Ali et al., 1988). Les résultats obtenus montraient qu'une augmen-
tation du degré de sulfonation conduisait à une diminution de photocytotoxicité in vi-
tro et in vivo et que cette diminution coïncidait avec l'hydrophobie des Pcs (Wagner et 
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al., 1987). Il a été aussi suggéré que la sélection tumorale et la rapidité de clairance 
dépendent aussi du degré d'hydrophobie des PS (Kessel et al, 1987; Kongshaug et al., 
1989, Woodbum et al., 1992). 
Nous avons démontré aussi que l'addition de groupements terbutyles sur 
GaSPc améliore les propriétés hydrophobes des drogues résultant à une augmentation 
de la photocytotoxicité (Brasseur et al., 1987). De son coté, Woehrle et ses collabora-
teurs ont aussi rapporté que l'introduction de différentes chaînes alkyles à une série de 
Pc chargé positivement déséquilibre le caractère hydrophile/lipophile du PS (Woehrle 
et al., 1990). De plus, les principales conclusions tirées de l'étude de Pandey, sur une 
série de purpurinimides contenant les différents substituants alkyles, sont que la lipo-
philie n'affecte pas les rendements en 10 2 des composés monomérisés et que la posi-
tion des groupements alkyles joue un rôle plus important sur l'efficacité du PS (Zeng et 
al., 2001). 
L'approche préconisée pour cette recherche consiste à ajouter des groupements 
hydrophobes sur le quatrième armeau benzyle du Pc trisulfoné qui module l'hydropho-
bie de manière à favoriser l'incorporation cellulaire et la photocytotoxicité in vitro 
(Paquette et al., 1991; Kudrevich et al., 1997). La mesure du niveau d'hydrophobie 
peut s'effectuer par au moins de deux manières: en mesurant le coefficient de partage 
entre X et Y ou en déterminant le temps de rétention par HPLC avec une colonne C18. 
La première mesure la préférence du PS pour le solvant organique (n-octanol) tandis 
que la seconde détermine la force des interactions hydrophobes. Dans le premier arti-
cle, la détermination de l'hydrophobie sera évaluée par ces deux techniques. Les résul-
tats nous permettrons de démontrer que notre approche provoque une augmentation 
réelle de l'hydrophobie et d'établir, si possible, une corrélation entre les deux méthodes 
de mesures. 
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1.5.2 Localisation intracellulaire des photosensibilisateurs 
L'effet phototoxique dépend grandement de sa localisation intracellulaire. Les 
courtes demi-vies de l'état excité ( :::::200 ns) et de 1'10 2 (40 ns) limitent les effets dy-
namiques de la TPD à la proximité immédiate du PS ( :::::20 nm). Les PS actuellement 
utilisés en TPD se localisent dans différentes structures et organelles de la cellule telles 
la membrane plasmique, les mitochondries, les lysosomes, l'appareil de Golgi et autres 
(Oleinick et al., 2002; Ali et Olivo, 2002; Kessel et Luo, 2001). Parmi les organelles 
intracellulaires, les mitochondries sont considérées comme une cible directe ou indi-
recte servant souvent comme point pivot pour l'induction de la mort cellulaire. Par 
contre, la TPD peut aussi induire une perte rapide de l'intégrité membranaire et de plus 
en plus la membrane plasmique est considérée comme un endroit déterminant pour 
l'induction du mécanisme de mort cellulaire. Il est donc d'intérêt de connaître la locali-
sation du PS afin de déterminer les sites des dommages primaires et les voies de signa-
lisation impliquées dans les réponses cellulaires (figure 1.5). 
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Figure 1.5: Effet de la localisation intracellulaire des PS sur l'induction des voies 
apoptotiques par TPD (Oleinick et al., 2002). 
1.5.3 Cibles, organelles et fonctions cellulaires 
La capacité d'émettre de la fluorescence caractéristique est un atout puissant pour 
permettre de détecter la présence précise des PS dans la cellule. La microscopie fluo-
rescente constitue une technologie détectant l'émission de fluorescence. En microsco-
pie classique, le problème majeur est la présence d'un important bruit de fond lié à 
l'épaisseur de l'objet. Même si on réussi à faire un plan focal précis, l'enregistrement de 
l'information est entaché d'un bruit de fond qui se superpose à l'image observée. Ce 
bruit de fond résulte de l'excitation de tous les fluorochromes situés sur le trajet lumi-
neux. L'utilisation d'un microscope confocal atténue fortement ce problème. Son prin-
cipe consiste à focaliser, par l'intermédiaire d'un objectif: un faisceau laser qui va exci-
ter les fluorochromes en un point de l'échantillon et par la suite récupérer le signal lu-
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mineux émis en ce point par un photomultiplicateur. Tous les signaux provenant d'au-
tres points de l'échantillon sont arrêtés par un diaphragme placé devant le photomulti-
plicateur. L'avantage de la microscopie confocale réside dans la faible profondeur de 
champs (0,5-1,5 µm) qui permet d'obtenir une image d'un plan focal (coupe optique). 
Il en résulte une très bonne sensibilité, une augmentation du contraste et une image de 
grande qualité. De plus, on peut obtenir des coupes optiques non seulement dans le 
plan X-Y mais aussi suivant un plan parallèle à l'axe optique (plan X-Z) permettant 
une reconstruction tridimensionnelle de l'objet. Ces coupes optiques n'affectent pas 
l'intégrité de l'échantillon biologique contrairement aux coupes physiques nécessaires 
en microscopie photonique ou électronique. En outre, l'acquisition numérisée des ima-
ges permet d'accroître les possibilités d'analyse et de quantification. 
Toutefois nous devons respecter certaines restrictions dont éviter tout chevau-
chement entre les différents produits fluorescents. L'acquisition séquentielle de deux 
canaux de fluorescence sur un ensemble de coupes optiques sériées permet de détecter 
la fréquence de coïncidences spatiales ainsi que les zones d'exclusion du marqueur et 
du PS. La superposition de deux ensembles de coupes ainsi que la construction de cy-
tofluogrammes de visualisation pour chaque plan de coupe permet de repérer et d'es-
timer la co-localisation entre les deux produits fluorescents. La localisation intracellu-
laire des PS peut donc être réalisée grâce à l'utilisation de sondes fluorescentes spécifi-
ques à !'organelle ciblée. Comme les Pcs émettent dans la région rouge du spectre, il 
est préférable d'utiliser des marqueurs émettant dans la région verte du spectre (vers 
488 nm) et réserver la région rouge (> 590 nm) pour la détection de phtalocyanines. Le 
tableau I.3 regroupe les propriétés de toutes les sondes utilisées pour les expériences 
de localisation intracellulaire. 
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Tableau 1.3 : Propriétés des sondes fluorescentes utilisées pour déterminer la loca-
lisation intracellulaire des PS 
Nom de la Poids Excitation Coefficient Emission Spécificité d'extinction sonde moléculaire maximale maximale molaire 
MW (nm) (M-1cm-1) (nm) 
Mitotracker Mitochondrie 671.88 490 119 000 516 green FM 
L ysotracker 398.69 504 80 000 511 green Lysosomes 
NBD-C6- Appareil de 575.75 466 22 500 535 ceramide Golgi 
Noyau (ADN) -400.00 488 74 000 509 
Syto 13 
Noyau (ARN) - 400.00 491 74 000 514 
TMA-DPH Membrane 461.62 355 75000 430 
i Mitochondries 
Les mitochondries sont des organelles pléomorphes présentes dans les cellules 
animales, où elles composent pas moins de 10% du volume cellulaire. Leurs structures 
varient selon le type de cellules, l'étape du cycle cellulaire et l'état métabolique intra-
cellulaire. La fonction principale des mitochondries consiste à fabriquer l'énergie de la 
cellule en transformant le pyruvate en A TP par le cycle de Krebs par la phosphoryla-
tion oxydante et l'oxydation des lipides. Les mitochondries produisent l'essentiel de 
l'énergie (ATP) des cellules par oxydation des acides gras (cycle de Krebs) suivi par 
un transport d'électrons dans la chaîne respiratoire, processus bien plus efficace que 
celui de la glycolyse (plus primitif et n'utilisant pas 1' 0 2). De plus, elles ont aussi une 
fonction de concentration et de stockage des ions calcium, sodium et potassium où ils 
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sont stockés sous forme de granules opaques. La mitochondrie joue un rôle central 
dans l'induction de l'apoptose et constitue une cible de choix pour la TPD (figure I.5). 
Les dommages mitochondriaux induisent une mort cellulaire rapide découlant d'une 
dérégulation ou d'un dysfonctionnement du système respiratoire. 
Les cellules tumorales possèdent généralement un nombre plus élevé de mito-
chondries. Les PS cationiques sont réputés pour s'accumuler préférentiellement dans 
les mitochondries en raison des propriétés électrochimiques de la membrane mito-
chondriale (Chen, 1988). La présence de la charge positive semble être un prérequis à 
cette sélectivité mais des caractéristiques additionnelles telles que le degré d'hydro-
phobie peuvent aussi jouer un rôle crucial. Quelques porphyrines et Pcs lipophiles ca-
tioniques ont aussi été visualisées dans la membrane mitochondriale des cellules in 
vitro. L'augmentation de l'hydrophobie du PS favorise ce type de localisation en for-
mant des interactions hydrophobes avec des enzymes de la chaîne respiratoire (Kessel 
et al., 1997; Kessel et al., 2003). Cependant, les PS lipophiles ne sont pas aussi sélec-
tifs parce que leur accumulation dans les mitochondries dépend fortement des phéno-
mènes de division membranaire. En ce qui concerne les PS anioniques, leurs charges 
négatives ne favorisent pas leur accumulation dans les mitochondries, mais le degré 
d'hydrophobie peut moduler l'effet de la charge et permettre une certaine accumulation 
plutôt aléatoire dans cette organelle (Hasan et al., 2000). 
Les sondes brevetées MitoTracker diffusent passivement à travers la membrane 
plasmique. À la différence du MitoTracker orange et du MitoTracker rouge, le Mito-
Tracker green se concentre sélectivement dans les mitochondries actives indépen-
damment du potentiel membranaire mitochondriai faisant de lui un bon outil pour 
marquer la masse mitochondriale. Contrairement aux sondes classiques telles que la 
rhodamine 123 et la tetramethylrosamine, le MitoTracker green est photostable, néces-
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site de faibles concentrations (µM) et résiste à la perméabilisation. Cette dernière 
sonde possède l'avantage supplémentaire d'être essentiellement non fluorescente dans 
les solutés et fluorescente dans l'environnement lipidique mitochondrial. Par consé-
quent, le bruit de fond est négligeable ce qui permet une visualisation claire des mito-
chondries. 
ii Lysosomes 
Les lysosomes sont des sacs d'enzymes membranaires. Ce sont des réservoirs 
primaires de protéases non spécifiques et des vésicules excrétrices produites de l'appa-
reil de Golgi. Leur rupture relargue des produits toxiques dans le cytoplasme comme 
des acides hydrolytiques. De façon très précise et ordonnée, les lysosomes décompo-
sent des vieilles cellules ou des parties inutiles en petites molécules organiques réutili-
sables. Les lysosomes contiennent aussi d'autres enzymes importantes comme des gly-
cosidases, phosphatases, élastase, cathepsines et carboxypeptidases. À première vue, 
les lysosomes sont un endroit de prédilection pour la destruction des éléments indési-
rables de la cellule. D'un autre point de vue, ceux-ci sont aussi des composantes tardi-
ves de l'endocytose et une destruction de ces organelles peut distribuer des molécules 
de PS incorporées dans le cytoplasme dans des endroits plus stratégiques ou bien à 
l'intérieur d'organelles occupant des fonctions plus vitales pour la cellule (Siboni et al., 
2002). 
Plusieurs données scientifiques démontrent que les PS anioniques s'accumulent 
préférentiellement dans les lysosomes, ce qui en fait des cibles potentielles pour la 
TPD. Ils peuvent être des sites primaires d'accumulation mais leur destruction durant 
l'illumination redistribuent les PS incorporés dans toutes les organelles cytoplasmiques 
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et plus spécifiquement dans le noyau (Kessel et al., 2000). La TPD peut aussi provo-
quer la rupture des lysosomes et libérer une ou plusieurs protéases impliquées dans 
l'activation de voies apoptotiques (Reiners et al., 2002). Pour ces raisons, nous devons 
considérer les lysosomes comme des sites possibles de localisation de nos Pcs en rai-
son de leurs charges négatives. De plus, il a été rapporté que l'efficacité des PS accu-
mulés dans les lysosomes dépend fortement de leur tendance à s'agréger ce qui sous-
entend une importance de leurs propriétés hydrophiles et hydrophobes. Des variations 
d'hydrophobie pourraient favoriser une accumulation dans ce site et être un point dé-
terminant dans l'étude de ce paramètre. Pour détecter la présence de PS dans les lyso-
somes, la sonde LysoTracker green parait un choix intéressant pour marquer les lyso-
somes en raison de sa perméabilité aux membranes cellulaires et sa sélectivité élevée 
(optimale à des concentrations nanomolaires ). 
iii Appareil de Golgi et réticulum endoplasmique 
L'appareil de Golgi est composé de petits sacs membraneux et est associé au ré-
ticulum endoplasmique. Bien que son rôle ne soit pas complètement élucidé, il semble 
être spécialisé dans le transport de macromolécules et dans la dégradation de produits 
qui sont transformés et emballés dans des sacs avant d'être dirigés vers leur destination 
finale. Un dommage à cette organelle perturbe la synthèse et le cheminement des pro-
téines ainsi que l'excrétion des produits de dégradation ou bien des déchets cellulaires 
(Teiten et al., 2003). 
La plupart des sondes pour l'appareil de Golgi sont perméables et de nature lipi-
dique. La lipophilie de ces sondes permet une incorporation facile dans les cellules. 
Les plus efficaces pour l'appareil de Golgi sont les céramides et les sphingolipides 
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fluorescents. En outre, les analogues de la céramide produisent une coloration sélec-
tive du complexe de Golgi pour sa visualisation par microscopie fluorescente. Ces 
analogues fluorescents sont préparés à partir de la D-erythro-sphingosine. La sonde 
NBD C6-ceramide n'est peut-être pas idéale en raison d'une absorption molaire et d'un 
rendement énergétique résultant à une émission moins intense. Mais cette sonde émet 
dans la région verte du spectre et son incorporation cellulaire peut être facilement amé-
liorée en utilisant des complexes lyophylisés de Ceramide-BSA (BSA l'albumine de 
boeuf) (Pagano et Martin, 1998). 
iv Membrane plasmique 
La membrane plasmique renferme le contenu de la cellule. Sa fonction principale 
est de contrôler ce qui s'introduit dans la cellule et ce qui en sort. La membrane plas-
mique constitue donc la porte d'entrée de la cellule. Les PS anioniques ont tendance à 
s'accumuler dans les structures membranaires. Les principaux effets de la TPD rappor-
tés avec des PS liés à la membrane plasmique sont à faible dose une cessation de la 
prolifération cellulaire et à forte dose une perte d'intégrité de la membrane plasmique 
caractérisée par un gonflement de la cellule sans externalisation des Pser et sans frag-
mentation de l'ADN (Piette et al., 2003; Nishiyama et al., 2003). 
En fait, les phospholipides sont les principaux constituants des membranes de 
cellules. La plupart des phospholipides sont des dérivés de glycérol comportant deux 
résidus d'acyles gras (queues non polaires) et un substituant simple d'ester de phos-
phate (groupe principal polaire). L'utilisation de sondes, ayant une ressemblance struc-
turale aux lipides normaux, peut marquer efficacement les structures membranaires de 
la cellule. Comme les fluorophores inclus dans ces sondes tendent à rester emprison-
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nés dans la partie hydrophobe des deux couches lipidiques de la membrane plasmique, 
ils marquent non seulement les structures membranaires mais deviennent sensibles aux 
propriétés de la membrane telles que la fluidité des lipides et la perturbation structurale 
par des protéines, des drogues et d'autres additifs. Trois analogues lipidiques fluores-
cents sont présentement disponibles: un produit neutre, le DPH (l,6-diphenyl-1,3,5-
hexatriene) et deux dérivés cationiques le TMA-DPH (1-[4(trimethylamino)phenyl]-6-
phenylhexa-1,3,5-triene) et le TMAP-DPH (N-( ( 4-( 6-phenyl-1,3,5-hexatrienyl)phenyl) 
propyl) trimethylammonium p-toluenesulfonate). L'incorporation du groupement DPH 
comme fluorophore favorise une accumulation dans les structures membranaires. Le 
marqueur fluorescent cationique hydrophobe TMA-DPH semble plus apte pour les 
raisons suivantes à servir comme marqueur membranaire. 
Brièvement, la charge positive du TMA-DPH empêche celui-ci de traverser la 
double couche lipidique de la membrane plasmique de cellules intactes en occasion-
nant son accumulation entre ses couches chargées négativement. La seule porte d'en-
trée de cette sonde s'effectue par invagination d'une partie de la membrane plasmique 
soit par endocytose ou pinocytose (Illinger et Kuhry, 1994). Le TMA-DPH n'est pas 
cytotoxique et résiste à la transformation métabolique. La fluorescence du TMA-DPH 
est négligeable dans un milieu aqueux; cependant lors de l'adhérence et de l'internali-
sation dans la membrane plasmique, ses propriétés photophysiques changent en raison 
de l'interaction avec un environnement lipidique, ayant pour résultat l'émission d'une 
intense fluorescence après photo-activation (rendement de quantum 0,7} (Coupin et al., 
1999). 
De plus, l'intensité de la réponse est proportionnelle à la surface disponible de 
membrane donc à la concentration cellulaire. Son intensité de fluorescence est donc 
sensible aux processus physiologiques qui causent un changement net de la superficie 
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membranaire, faisant du marqueur une excellente sonde pour observer des événements 
tels que des changements de volume cellulaire et des modifications de différentes 
structures membranaires durant !'exocytose et !'endocytose (Illinger et Kuhry, 1994; 
Coupin et al., 1999; Bronner et al., 1986). Particulièrement pendant son internalisation, 
TMA-DPH progresse de la périphérie de cellules aux régions périnucléaires avec peu 
de perte d'intensité de fluorescence. Le TMA-DPH peut être extrait facilement de la 
membrane périphérique par lavage et fournissant ainsi une méthode pour évaluer la 
fraction internalisée dans les cellules et les différentes étapes du mécanisme d'endocy-
tose (Coupin et al., 1999). Finalement la membrane plasmique est imperméable TMA-
DPH, ce qui lui confère l'avantage de ne pas être présent librement dans le cytoplasme 
des cellules. Sa cinétique d'internalisation est fortement influencée par l'intégrité et la 
rigidité membranaire. Cette sonde pourrait permettre de détecter non seulement les 
modifications structurales mais aussi d'évaluer la fluidité et l'intégrité de la membrane 
plasmique (Sharma Met al., 1997; Reid et O'Neil RG, 2000; Jessel et al., 2002; Kita-
gawa et al., 1998; Bronner et Landry, 1991). 
v Noyau 
En général, le noyau contient le matériel génétique de la cellule et on le consi-
dère comme le centre de commandement des activités cellulaires. Les PS atteignent 
rarement le noyau de la cellule et la production de photodommages à l'ADN ainsi que 
le potentiel d'induction de mutations ou de carcinogenèse sont des évènements rares 
(Korbelik et Cecic, 2003). Présentement, l'internalisation photochimique (PCI) consti-
tue la seule méthode étudiée pour permettre aux PS d'atteindre la membrane nucléaire 
(Hogset et al., 2004). Le PS est alors incorporé dans les membranes lyzosomales et la 
rupture des lysosomes durant l'illumination provoque une libération des PS dans le 
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cytoplasme. Les PS libres peuvent interagir avec la membrane nucléaire et pénétrer 
dans le noyau pour induire des dommages plus ou sévères aux acides nucléiques. 
Un nombre impressionnant de sondes fluorescentes commerciales permet le mar-
quage spécifique du noyau. Dans notre cas, nous désirons utiliser une sonde soluble en 
milieu aqueux, diffusant librement à travers la membrane plasmique, détectant les aci-
des nucléiques (ADN et ARN), excitable avec une source lumineuse de 488 nm et une 
émission entre 480 et 520 nm. Ces restrictions éliminent de nombreux colorants usuels 
tels que l'acridine orange, l'iodure de propidium, 6-diamidino-2-phenylindole dihydro-
chloride (DAPI) et le 2,5'-Bi-lH-benzimidazole, 2'-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1- pipera-
zinyl) ou Hoechst 33342, trihydrochloride, trihydrate. En examinant la liste de tous les 
colorants disponibles, les propriétés du colorant SYTO 13 ont attiré notre attention. Ce 
colorant est largement utilisé pour la coloration des noyaux (Poot et al., 1997) et pour 
la détection de l'apoptose en combinaison avec des colorants non perméables comme 
l'iodure de propidium ou Hoechst (van Zandvoort et al., 2002). 
1.6 Mécanismes de mort cellulaire induits par la TPD 
L'ultime but de la TPD est la destruction des cellules indésirables. L'induction de 
la mort cellulaire par TPD est complexe et dépend de plusieurs facteurs isolés ou com-
binés dont le type de PS, sa concentration, le temps d'incubation avec les cellules tu-
morales, la dose de lumière, le type de cellules tumorales, etc (Plaetzer et al., 2005). 
De plus, la TPD stimule une variété de facteurs de transcription; a) ceux réagissant au 
stress oxydatif, b) ceux participant à l'activation des mécanismes de réparation et c) 
ceux qui déterminent le mécanisme de mort de la cellule condamnée (Oleinick et al., 
2002). Deux types de mécanismes de mort cellulaire ont été décrits dans la littérature. 
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Le premier dépend de l'activité des protéases à cystéine, nommées caspases qui dé-
clenchent une série d'événements génétiquement programmés nommée apoptose (Cas-
tano et al, 2005; Ramiro et al., 2004; Plaetzer et al., 2003). Le second mécanisme pro-
cède par des voies n'impliquant pas l'intervention de caspases comme la nécrose (on-
cose ), !'autophagie, la paraptose ou bien par mort mitotique (Broker et al., 2005). On 
parle très peu de mort mitotique en TPD puisque les PS ne s'accumulent que très rare-
ment dans les noyaux pour induire directement des dommages génomiques. La plupart 
des mécanismes du second type sont mis en évidence dans des protocoles expérimen-
taux utilisant des inhibiteurs des voies apoptotiques ou bien avec des cellules défaillan-
tes au niveau de certaines voies apoptotiques mais, à ce jour, aucune évidence de leur 
présence n'a été rapportée en ce qui concerne la TPD. 
Les chercheurs chevronnés dans le domaine de la TPD acceptent que la majorité 
des cellules meurent soit par apoptose ou par nécrose passive. Mais de plus en plus les 
preuves s'accumulent démontrant des cellules possédant des traits caractéristiques des 
deux modes dans la même population cellulaire (Fabris et al., 2001). L'induction du 
mécanisme de mort cellulaire est plus complexe et dépend fortement de l'intensité des 
dommages. On peut facilement représenter la sévérité des dommages induits par un 
spectre débutant par une quantité de dommages non létaux (réparables) et la survie 
cellulaire, une augmentation graduelle du nombre de dommages létaux représentant un 
niveau intermédiaire, l'apoptose et finalement une sévérité accrue induisant une morta-
lité rapide de type nécrotique (Platzer et al., 2005). Mais en réalité, la situation est 
bien plus complexe. Le mécanisme d'action de la TPD est facilement modifié par les 
conditions d'incubation et/ou d'illumination (Piette et al., 2003; Fabris et al., 2001; 
Dellinger, 1996). Certaines études proposent l'existence d'une corrélation entre le site 
primaire de photodomage et la prévalence de la mort apoptotique ou nécrotique, mais 
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les facteurs responsables de ce choix sont pauvrement définis et nécessitent de futures 
investigations. 
1.6.1 Mécanismes de la nécrose passive et de l'apoptose 
i Nécrose 
La nécrose est un mécanisme de mort passif, aléatoire, non énergétique, débutant 
par l'augmentation du volume du cytoplasme, une destruction des organelles, une dé-
régulation des fonctions de la membrane plasmique, la rupture de la membrane plas-
mique et le déversement dans le milieu du contenu cellulaire induisant une réponse 
inflammatoire. L'ADN nucléaire va aussi être dégradé de manière "aléatoire" (Bicknell 
et Coher, 1995; Dong et al., 1997) par des endonucléases activées notamment par des 
sérines protéases (Dong et al., 1997). Une fois mis en route, ce procédé est irréversi-
ble. Même aujourd'hui, plusieurs croient que la nécrose constitue une forme passive de 
la mort cellulaire avec plus de similitudes à un accident de train qu'un suicide donc 
nécessite l'induction de dommages sévères. Des informations récentes soupçonnent 
l'existence d'une nécrose programmée (Prokuyakov et al., 2003). Les protéases seraient 
les principaux acteurs enzymatiques de ce procédé mais leur identification, la spécifi-
cité de leur action et leurs substrats restent encore inconnus. 
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ii Apoptose 
Figure 1.6 : Les voies apoptotiques de la mort cellulaire programmée (Berry et al., 2001). 
L'apoptose est caractérisée par une programmation rigide, dirigée par l'activation 
de la machine destructrice et un apport essentiel d'énergie sous forme d' ATP. La fi-
gure 1.6 illustre la complexité des voies métaboliques de l'apoptose (Berry et al., 2001) 
où l'on peut discerner trois phases distinctes; l'initiation, un point de non retour et 
l'exécution. Comme dans un arbre, les ramifications des branches peuvent nous illus-
trer les nombreuses avenues possibles pour induire une mort apoptotique. Un arbre 
surive facilement à la perte de ses branches qu'il peut regénérer en créant de nouvelles 
pousses. Durant l'initiation, l'apoptose est hautement régulée et réversible. Mais des 
dommages aux racines sont plus drastiques pour la survie de l'arbre. C'est de même 
pour la cellule, quand elle franchit le point de non retour et débute son exécution, le 
39 
Chapitre I : Introduction 
procédé devient irréversible. Ces phases impliquent principalement l'action d'une fa-
mille de protéines intracellulaires nommées "caspases" (protéases à cystéines), qui 
conduit au clivage de divers substrats protéiques essentiels à la survie cellulaire. De 
plus l'action de certaines caspases (principalement les initiatrices) provoque une sti-
mulation d'une cascade de réactions biochimiques permettant une amplification du 
signal de mort. 
Les PS induisent un stress oxydatif par la production d'espèces réactives de 1'02. 
Ce stress provoque d'abord une induction des facteurs pro- et anti-apoptotiques. Le 
rapport entre ces stimuli et le potentiel d'oxydoréduction de la cellule dirige celle-ci 
vers la survie ou la mort. Si les cellules possèdent assez d'énergie, l'apoptose sera ini-
tiée par l'une de ces deux voies. La voie extrinsèque (figure I.7) est initiée par l'activa-
tion d'un récepteur de mort avec son ligand (FAS, TNRF, CD95L ou TRAIL), entraî-
nant l'agrégation du récepteur à la surface de la membrane cellulaire et la formation 
d'un complexe multi protéique intracellulaire appelé DISC, qui transmet le signal à 
l'intérieur de la cellule. Ce complexe recrute à son tour la procaspases-8 par des inte-
ractions homologues et provoque son activation. La caspase-8 activée initie l'activation 
des caspases effectrices ou clive Bid (un homologue de Bcl-2) en TBid qui à son tour 
provoque l'apoptose par la voie mitochondriale. 
La voie intrinsèque (figure I.7) est déclenchée par un dysfonctionnement de la 
membrane mitochondriale, qui cause le relâchement du cytochrome C dans le cytosol. 
Le cytochrome C se lie ensuite à Apaf-1 et provoque son oligomérisation en présence 
d'ATP. Ce complexe, nommé apoptosome, recrute et active une caspase initiatrice 
( caspase 9) (Oleinick et al., 2002; Castano et al., 2005; Ramiro et al., 2004). Comme la 
mitochondrie joue un rôle centralisateur, l'endommagement des lysosomes ou de l'ap-
pareil de Golgi peut aussi altérer la membrane mitochondriale, soit par une activation 
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de Bid en Tbid par la libération de cathepsines présentent dans les lysosomes ou direc-
tement en répondant à un changement de la concentration de Ca2+ intracellulaire par 
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Figure 1.7: Schéma des voies apoptotiques: intrinsèque et extrinsèque (Ramiro et al, 
2004; Reed, 2003). 
Après activation des caspases initiatrices ( caspase 8 ou caspase 9), les deux che-
mins mènent à un point de non retour. Le début de la phase exécutrice coïncide avec 
l'extemalisation des Pser et conduit à l'activation de la phase exécutrice caractérisée 
par l'activé des caspases effectrices 3, 6 et 7 (figures 1.6 et 1. 7). Durant la phase exécu-
41 
Chapitre 1 : Introduction 
trice, les cellules subissent plusieurs transformations dont une réduction importante de 
leur volume, une condensation de la chromatine, une dégradation spécifique de l'ADN 
aux sites intemucléosomals engendrant des fragments multiples de 180--200 paires de 
base et une fragmentation du contenu cellulaire en corps apoptotiques. Ces corps apop-
totiques renferment des organelles intactes et l'ADN est digéré. Les cellules et les 
corps apoptotiques sont finalement engloutis ou éliminés par phagocytose (Berry et al., 
2001) grâce à la présence de Pser à la surface des cellules condamnées servant comme 
signaux d'élimination pour les macrophages qui exprime le récepteur de Pser. La syn-
thèse d'un marqueur spécifique aux Pser externalisées permet de cibler les cellules 
apoptotiques au moment où le processus apoptotique devient irréversible. 
1.6.2 Détection de l'apoptose ou de la nécrose 
i In vitro 
Les méthodes de détection de l'apoptose sont nombreuses, accessibles et recon-
nues. Toutes ces méthodes sont basées sur les différences au niveau des propriétés 
morphologiques, biochimiques ou énergétiques. Plusieurs marqueurs de l'apoptose 
peuvent démontrer son induction par la TPD avec les Pcs tels que l'activation des cas-
pases, la fragmentation d'ADN, la condensation de la chromatine, la translocalisation 
des Pser membranaires, le clivage des protéines de l'enveloppe nucléaire, la modifica-
tion du potentiel de la membrane mitochondriale, le relâchement du cytochrome C, 
etc. (Plaetzer et al., 2005). La mort apoptotique est confirmée généralement par la dé-
tection de plusieurs traits caractéristiques, c.à.d. par exemple, a) un aspect morpholo-
gique tel que l'extemalisation des Pser ou la formation de corps apoptiques, b) des ca-
ractéristiques biochimiques comme la détection d'une échelle nucléosomale, le relâ-
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chement du cytochrome C dans le cytoplasme ou bien l'activation des caspases et c) 
des paramètres énergétiques dont la conservation du niveau d'ATP intracellulaire, le 
maintien de l'intégrité de la membrane plasmique ou une perte graduelle du potentiel 
de la membrane mitochondriale. 
Au contraire, la nécrose est souvent détectée par une :fragmentation aléatoire de 
l'ADN, une perte de l'intégrité des organelles et de la membrane plasmique, la pré-
sence de protéines cytoplasmiques dans le milieu extracellulaire, une absence de l'acti-
vité enzymatique des caspases ainsi qu'une perte rapide et complète de l'ATP intracel-
lulaire. 
ii In vivo 
In vivo, une tumeur se développe à partir des tissus d'un hôte et prolifère comme 
une entité indépendante interagissant avec son hôte. La situation se complique et on 
doit tenir compte de nouveaux paramètres de développement et d'alliance. Ceux-ci 
dérivent des caractéristiques tumorales telles que l'organisation structurale, l'hétérogé-
néité cellulaire, la présence de tissu conjonctif et la vascularisation (Nowis et al., 2005; 
Korbelik et Cecic, 2003). D'autres touchent surtout la réactivité immunitaire de l'hôte. 
Chez l'animal ou l'humain, la destruction tumorale inclut la mort de toutes les compo-
santes tumorales et non seulement les cellules tumorales. Un traitement contre le can-
cer induit une réponse tumorale incluant une mortalité cellulaire et vise une régression 
tumorale. La TPD induit une réponse anti-tumorale impliquant deux voies primaires et 
une voie secondaire. Une représentation schématique de la régression tumorale induite 
par TPD est illustrée à la figure I.8 (van Duijnhoven et al., 2003). 
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Figure 1.8 : Schéma représentant la régression tumorale in vivo (van Duijnhoven et al., 
2003). 
La première voie détruit directement les cellules tumorales impliquant principa-
lement l'apoptose. La destruction tumorale est provoquée par la production de radicaux 
libres et d'10 2 qui sont cytotoxiques (Sharman et al., 2000; Korbelik et Cecic, 2003) 
entraînant une destruction du tissu visé, en particulier au niveau des mitochondries, des 
lysosomes et de la paroi cellulaire. La deuxième, voie commune pour la plupart des 
PS, procède par la détérioration des cellules endothéliales du système vasculaire de la 
tumeur induisant une cascade de réactions biochimiques (Nowis et al., 2005; Korbelik 
et Cecic, 2003; Castano et al., 2005b; Krammer, 2001), possiblement liée à l'activation 
de plaquettes et le dégagement de la thromboxane (Korbelik et Cecic, 2003; Plaetzer et 
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al. 2003). La TPD peut également empêcher la production ou la libération de l'oxyde 
nitrique par l'endothélium, menant à une constriction plus importante des vaisseaux 
(Korbelik et Cecic, 2003; Gilissen et al., 1993). Ces évènements vasculaires mènent à 
l'occlusion vasculaire et la mort ischémique des cellules restantes de la tumeur. Une 
régression tumorale complète nécessite une contribution des deux voies. Plusieurs 
preuves scientifiques démontrent l'implication d'une voie secondaire dominée par l'ac-
tivation d'une réponse immunitaire non spécifique locale ou disséminée découlant des 
dommages induits par la photosensibilisation (Korbelik et Cecic, 2003; Korbelik et 
Cecic, 2002; Sun et al., 2002). 
Brièvement, les injures phototoxiques induisent une destruction directe des élé-
ments de la tumeur et des dommages membranaires ou vasculaires. Ce type de réponse 
primaire peut déclencher une mort secondaire dominée par le système immunitaire de 
l'hôte souvent aperçu par la formation d'œdème plus ou moins important près de la 
région illuminée. Les dommages primaires induisent plusieurs formes de stress oxyda-
tif qui provoquent à leur tour une réponse adaptative complexe. Cette réponse se-
condaire provoque l'activation de plusieurs signaux cellulaires responsables de la régu-
lation des protéines du stress et de la transcription d'une multitude de gènes de l'in-
flammation (Nowis et al., 2005 a et b). Par la suite, une libération de nombreux média-
teurs inflammatoires stimule les mécanismes de défense. La phase systémique fait ap-
pel à ces médiateurs qui sont synthétisés localement ou qui sont à l'état de précurseur 
inactif dans la circulation. La présence des différents intermédiaires de la réponse sys-
témique a été confirmée dans plusieurs modèles tumoraux. 
Chez l'animal, plusieurs études démontrant l'efficacité des PS soulèvent des ré-
actions immunes systémiques résultant du traitement photodynamique d'une tumeur 
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locale dont une régression de métastase à un emplacement éloigné des sites de traite-
ment (Chenet al., 1999) ou bien une réduction immédiate du débit sanguin suivi d'un 
retour au niveau normal après un certain délai de la fin de l'illumination (Bérard et al., 
in press 2006). Plusieurs chercheurs rapportent le développement d'une mémoire im-
munologique de l'animal après traitement pouvant empêcher une recroissance des cel-
lules tumorales détruites. Cette réponse antitumorale serait transférable et dépendrait 
principalement des lymphocytes de type T (Korbelik et al., 1996). L'engagement du 
système immunitaire et des mécanismes de défense contribuent favorablement à la 
régression tumorale. Néanmoins un effet nocif dangereux a été rapporté dans plusieurs 
études cliniques. Les lymphocytes de types T peuvent aussi accumuler une certaine 
proportion du PS. Durant l'illumination, ces lymphocytes peuvent être détruits ou inac-
tivés par injures phototoxiques. Cet effet provoque une augmentation de l'expression 
des cytokines responsables de la suppression de l'immunité cellulaire ou une hypersen-
sitivité de l'hôte (van Duijnhoven et al., 2003). 
1.6.3 Effets additionnels influençant la réponse tumorale 
En plus de tous les facteurs énumérés dans la section 1.4, nous devons tenir 
compte de la réaction de l'hôte et de la présence d'une entité hétérogène proliférant 
plus ou moins indépendamment de son hôte. La croissance de la tumeur aboutit à la 
formation d'un tissu conjonctif associé aux cellules tumorales, qui s'appelle le stroma. 
Ce dernier est composé du système vasculaire et fait partie intégrante de la tumeur. 
Son rôle est de subvenir aux besoins nutritifs de la tumeur mais il peut aussi contribuer 
à l'accumulation du PS (Nowis et al., 2005). En général, la distribution du PS à l'inté-
rieur des composants tumoraux dépend fortement de son hydrophobie. Un effet com-
plémentaire peut être induit par une accumulation sélective des produits hydrophiles 
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ou amphiphiles dans le stroma. De plus, la lumière visible n'est pas un rayonnement 
ionisant et peut être utilisée à maintes reprises. Le :fractionnement de la lumière dimi-
nue le degré de sévérité des dommages cellulaires, répartit ceux-ci sur une période de 
temps et réduit le taux de survie en appliquant plusieurs traitements successifs sans 
complications cumulatives, puisque la plupart des PS ne s'accumulent pas dans le 
noyau et n'apparaissent pas cibler directement l'ADN. 
La communication intercellulaire (effet de voisinage) peut amplifier l'effet de la 
TPD sur les cellules avoisinantes et se définit comme un signal de détresse émis par 
des cellules endommagées à leurs voisines, par contact direct ou par des molécules 
sécrétées dans le milieu (DQbrowska et al., 2005). Plusieurs travaux subséquents 
confirment l'implication de la coopération intercellulaire dans le procédé de photosen-
sibilisation mais suggèrent fortement que l'effet du voisinage s'effectue par un transfert 
d'information à travers les jonctions intercellulaires de communication (gap) pendant 
ou peu après l'illumination. Ce transfert pourrait bien impliquer la libération dans le 
milieu d'espèces réactives de 1'02 ou d'enzymes lysosomales et induire une mortalité 
supplémentaire des cellules avoisinantes. Une mort nécrotique devrait accroître la pro-
babilité d'initiation de cet effet lors de la lyse cellulaire (Christensen et Moan, 1980). 
1.6.4 Méthodes de détection de l'apoptose 
En raison de la nature relativement propre du processus apoptotique, un facteur 
important du succès de l'agent de la TPD dépend de sa capacité à induire l'apoptose 
des cellules tumorales. Ce mode de mort conduit directement à une mort cellulaire 
réduisant ainsi les risques de sélection d'une souche plus agressive ou plus résistante 
qui, souvent, provoque l'inefficacité du traitement. Plusieurs nouvelles techniques 
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d'imagerie émergent pour la détection de l'apoptose, in vivo, dont l'utilisation de déri-
vés radioactifs ou d'anticorps monoclonaux de l'AnxV, d'inhibiteurs ou de substrats 
des caspases, la bioluminescence optique, l'ultrason et la spectroscopie de résonance 
magnétique (MRS/MRI). La spectroscopie de résonance magnétique (MRS/MRI) est 
limitée par la sensibilité relativement basse et la résolution spatiale faible (Korbelik et 
al., 1996). Les techniques d'imagerie, par émission de photons ou de positrons, se ba-
sent sur l'utilisation d'un dérivé radioactif del' AnxV et exploite un événement hâtif de 
l'apoptose (Lahorte et al., 2004; Boersma et al., 2005). 
Cet évènement morphologique typique de la cellule apoptotique implique une 
modification de la structure de la membrane plasmique qui persiste jusqu'à la dégrada-
tion finale de la cellule. Pendant l'apoptose, un procédé enzymatique contrôle l'exter-
nalisation des Pser. L'induction de l'apoptose provoque une inhibition des enzymes 
responsables du maintien de la structure normale, la translocase et la floppase. Par la 
suite, la scramblase est activée et on assiste à la redistribution d'un composé présent au 
centre de la bicouche lipidique, la Pser, au feuillet externe de la membrane plasmique 
(Emoto et al., 1997). Cette extériorisation, considérée comme une étape importante 
dans l'initiation du processus apoptotique, est facilement détectée par une protéine, 1' 
AnxV. Cette protéine, ayant une masse moléculaire de 36 kDa, possède une affmité 
élevée pour les molécules externes ou accessibles de Pser (Wood et al., 1996; Hofstra 
et al., 2001; Blankenberg et al., 2000; Subbarayan et al., 2003; Jendraszak et al., 2002; 
Kahn et al., 2001; Ran et al., 2002; Okamoto et al., 2002) . Cette technique est forte-
ment sélective et atteint une bonne résolution pour la détection de l'apoptose (Boersma 
et al., 2005; Emoto et al., 1997). En considérant le niveau actuel des connaissances en 
imagerie nucléaire, le 99mTc-hynic-AnxV demeure sans doute le radioligand le plus 
utilisé en clinique pour la détection de l'apoptose. La méthode de conjugaison et la 
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biodistribution de ce groupe de dérivés radioactifs sont souvent rapportées comme des 
facteurs limitant son application clinique (Kemerink et al., 2001 a et b). En vue de pal-
lier aux inconvénients reliés à l'utilisation des conjugués del' AnxV, sa percée techno-
logique exige, au préalable, des améliorations importantes de la spécificité tant au ni-
veau du ciblage des tissus tumoraux, de la réduction de l'accumulation non spécifique 
de la radioactivité dans le sang et dans les organes vitaux. 
1.6.5 Fondements de la méthode de détection de l'apoptose in vivo 
i Approche 
L'approche par pré-ciblage, introduite vers 1980, constitue une méthode poten-
tielle permettant une atténuation des principaux désavantages rencontrés lors de l'utili-
sation de dérivés directement marqués del' AnxV. Le concept de pré-ciblage est fondé 
sur la séparation dans le temps des étapes de ciblage et de détection (Guyon et al., 
2005). La détection d'une cible peut facilement être réalisée par des injections succes-
sives de deux produits. Le premier possède une grande affmité de liaison avec la cible 
et l'autre, radioactif, détecte la présence du produit retenu par la cible par la formation 
d'un liaison stable. La clef du succès de la méthode en deux étapes, réside dans le fait 
que le produit responsable du ciblage doit être suffisamment éclairci du sang et des 
tissus normaux pour empêcher une accumulation non spécifique du radioconjugué 
(molécule effectrice, traceur). L'ajout d'une ou plusieurs étapes de clairance, entre le 
ciblage et la détection, vise à augmenter la spécificité du traceur mais aussi à amplifier 
le signal radioactif (Mirallié et al., 2005). L'utilité des étapes de clairance est d'élimi-
ner les interférences sanguines pouvant capter non spécifiquement le traceur grâce à 
l'injection préalable de molécules non radioactives spécifiques possédant une affinité 
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similaire aux molécules détectrices. À ce jour, l'application potentielle de la stratégie 
de pré-ciblage en oncologie a été démontrée dans des modèles tumoraux animaux 
(Zimmermann et al., 2003; Wu et al., 2000), aussi bien que dans des essais cliniques, 
avec ou sans étape de clairance utilisant un conjugué radioactif comme molécule effec-
trice (Lewis MR et al., 2003; Cremonesi et al., 1999). 
La stratégie la plus utilisée est basée sur le système biotine-(SAv)-Av (Sakahara 
et Saga T, 1999). L'attrait de ce système, extrêmement versatile, est basé sur la très 
forte affinité de l'Av ou de la SAv pour la biotine (Kd =10-15M). L'Av (66-kD, glyco-
protéine présente dans le blanc de l'oeuf), s'accumule rapidement dans le foie (Sakaha-
ra et Saga T, 1999). La SAv (60-kD, la protéine produite par Streptomyces avidin) 
montre une vitesse de clairance plus lente et une plus faible incorporation non spécifi-
que dans les tissus (Sakahara et Saga T, 1999). Les propriétés pharmacologiques de 
ces protéines indiquent que l'A v serait un bon agent de clairance tandis que la SA v 
aurait plus un profil de molécule effectrice. 
ii Choix du radioisotope et synthèse du complexe radioactif 
En imagerie nucléaire, les isotopes du cuivre attirent une attention considérable 
(Williams et al., 2005) parce qu'en raison de leurs propriétés d'émission, ils peuvent 
servir d'agents diagnostiques et thérapeutiques. Les propriétés et la disponibilité de ces 
isotopes radioactifs affectent les applications exactes dans lesquelles ils peuvent être 
employés. Le 64cuivre se désintègre par capture électronique (41 %), W(40%, 573 KeV) 
et B+ (19%, 656 KeV) accompagnée par une émission d'une radiation d'annihilation 
(38%, 511 KeV) et de photons y (0,5%, 1,34 MeV). Sa demi-vie intermédiaire (t 112 
=12,7 h) permet une période d'imagerie prolongée pour pallier à sa faible sensibilité, 
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bien que la perte de contraste soit compensée par une amélioration de la résolution 
spatiale. 
Cet émetteur de positrons est produit dans un cyclotron médical par le bombar-
dement de protons sur une cible de 64Ni (Zeisler et al., 2003; McCarthy et al., 1997) et 
s'incorpore facilement aux protéines par l'intermédiaire d'un chélateur (Lewis et al., 
2001). L'acide 1,4,7,10-tetraazacyclododécane-1,4,7,10-tetra-acétique (DOTA) a été 
utilisé avec succès pour marquer des anticorps et peptides avec les isotopes radioactifs 
de cuivre. Le marquage d'une protéine avec le 64cuivre implique trois étapes simples 
(Lewis et al., 2003). Tout d'abord, le DOT A est couplé à la biotine, l'isotope radioactif 
est incorporé dans le DOT A et finalement la SA v est liée à la biotine pour former un 
complexe stable 64Cu-biotine-DOTA-SAv. 
iii Méthode de détection de l'apoptose in vivo 
Dans le troisième article de cette thèse, une méthode de pré-ciblage en trois éta-
pes a été sélectionnée pour détecter l'apoptose par imagerie TEP utilisant 64Cu-DOT A-
biotine-SA v (64Cu-DOTA-biotine-SAv) comme traceur. Cette méthode se base sur la 
forte affinité de la SA v pour la biotine. Après implantation de deux tumeurs EMT-6 
sur le dos de souris Balb/C, l'apoptose est induite par thérapie photodynarnique (TPD), 
en utilisant des métallo disulfophtalocyanines (MPcS2) comme PS et un laser comme 
source lumineuse. Les cellules apoptotiques sont pré-ciblées avec l'annexine-V bioti-
née après TPD, suivi par une seconde étape de clairance avec l'Av pour réduire la 
concentration sanguine des dérivés biotinés libres. Après une seconde période d'at-
tente, la troisième étape débute par l'injection d'un nouveau complexe radioactif de la 
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SAv (64Cu-DOTA-biotine-SAv) et l'apoptose est finalement détectée par tomographie 
d'émission de positrons (TEP). 
1.7 Problématique, hypothèses et objectifs de la recherche 
1.7.1 Problématique 
L'efficacité de la TPD dépend des caractéristiques du PS et de son habilité à pro-
duire des espèces réactives de 1'02. Ces molécules sont transportées par voie sanguine, 
donc la vascularisation de la tumeur et l'hétérogénéité de la masse tumorale affectent 
sa dispersion. Le PS interagit surtout avec les protéines plasmiques et cette interaction 
a un impact important sur sa distribution dans les tissus tumoraux et dépend fortement 
des propriétés physico-chimiques telles que: la solubilité, la charge ionique, la lipophi-
lie et l'hydrophobie. Les produits hydrophobes peuvent traverser la membrane par 
diffusion passive ou par le biais d'une association avec des lipoprotéines et ainsi s'ac-
cumuler dans les cellules. 
D'autre part, les produits hydrophiles ne traversent généralement pas l'espace in-
terne de la membrane plasmique et exige une protéine comme l'albumine sanguine 
pour permetttre leur internalisation. Ces produits sont généralement retenus dans les 
tissus conjonctifs de la tumeur. De plus, les espèces phototoxiques sont générées par le 
transfert d'énergie de l'état excité du PS à 1'02, provoquant la formation d'espèces réac-
tives de 1'02. Ces espèces sont instables et hautement réactives, possèdent une très 
courte demi-vie (0,6 µs) et une zone de réactivité restreinte à 0,1 µm de son point de 
génération. Par conséquent, les zones de localisation coïncident fortement avec les 
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sites de photodommage. Ces sites déterminent le mécanisme de mort induit ainsi que 
les différentes voies activées pour la destruction de la cellule. 
L'apoptose joue un rôle important dans la pathophysiologie de plusieurs maladies 
incluant le cancer. L'ampleur et le temps où l'apoptose se produit peuvent être impor-
tants en examinant l'information clinique potentielle dans la gestion des protocoles de 
traitement de cancer incluant la TPD. Pour cette raison, des efforts considérables ont 
été faits afin de développer et de valider des méthodes d'imagerie pour détecter l'apop-
tose in vivo. Les techniques les plus prometteuses pour détecter l'apoptose sont la spec-
troscopie par résonance magnétique ou l'imagerie nucléaire de radionucléides. La pre-
mière technique est limitée par la sensibilité relativement basse et la résolution spatiale 
faible (Blackenberg et al., 1997). La deuxième technique exploite un événement hâtif 
de l'apoptose, la redistribution d'un composé de la membrane interne, la Pser, au feuil-
let externe de la membrane plasmique. L'externalisation de ce phospholipide est faci-
lement détectée par l'annexine-V. Cet événement forme la base des méthodes radioac-
tives pour détecter l'apoptose in vivo (Blackenberg et al., 1997). Cette technique est 
sélective et possède une bonne résolution (Boersma et al., 2003; Collingridge et al., 
2003). L'utilisation de nouveaux conjugués radioactifs de l'annexine-V (99mTc. 94mTc, 
12
\ 
1241, 1251, 18F, 111In, 11 C, 64Cu, 67Ga et 68Ga) a été rapportée dans quelques modèles 
expérimentaux (Lahorte et al., 2004; Boersma et al., 2005). Toutes ces études ont les 
mêmes objectifs, une synthèse simple et rapide du radioisotope stable, une exposition 
minime aux tissus sains, une spécificité accrue et une bonne qualité d'image. La com-
plexité et le rendement de la synthèse chimique, la stabilité, la demi-vie ainsi que la 
cinétique de clairance des radioconjugués limitent souvent leur utilisation pour les 
applications cliniques courantes (Kemerink et al., 2003; van de Wiele et al., 2003). 
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Cet outil puissant pourrait être employé afin de démontrer l'efficacité des traite-
ments anticancéreux, d'estimer la progression ou la régression des maladies provo-
quées par un déséquilibre de la mort cellulaire, de visualiser les zones d'inflammation, 
de déterminer la tolérance ou le rejet des transplants, d'identifier les cellules endom-
magées des vaisseaux sanguins et des principaux organes ( cœur et cerveau), d'estimer 
la gravité des maladies neurodégénératives, d'étudier les plaques de l'artériosclérose et 
d'évaluer la gravité de nombreux désordres immunitaires. 
1.7.2 Hypothèses 
La nature du PS joue un rôle important sur l'activité phototoxique. En raison de 
la courte demi-vie des espèces réactives (200 ns) et une distance de migration limitée 
(20 nm), la zone de localisation correspondrait à la zone de réaction. Ainsi les caracté-
ristiques chimiques du PS influencent sa distribution dans les organelles, la gravité du 
photodommage et le type de mortalité induite. Considérant ces faits, notre hypothèse 
de travail se base sur l'existence d'une hydrophobie idéale permettant une distribution 
optimale du PS. Ce qui constitue un facteur déterminant sa sub-localisation. Le lieu 
précis de localisation du PS correspond à la zone réactionnelle. Cette zone déterminera 
le site de photodommage et le type de mécanisme de mort induit par ce produit. Une 
relation entre la structure chimique du PS et son potentiel photodynamique existe et 
peut être établie. 
La perméabilité de la membrane plasmique contrôle le va-et-vient des molécules 
entre les compartiments intracellulaires et interstitiels. La structure chimique des PS 
influence la cinétique d'internalisation et la distribution à l'intérieur des couches lipidi-
ques. La capacité des PS à traverser cette barrière détermine sa localisation et sa 
concentration intra membranaire. Au moment de l'illumination, l'intensité des domma-
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ges induits à la membrane plasmique peut expliquer un effet plus marqué de la struc-
ture chimique sur l'activité photodynamique globale après un court temps d'incubation. 
La sélectivité de la membrane plasmique joue-t-elle un rôle primordial sur la cinétique 
d'internalisation en déterminant le profil de localisation des PS au moment de l'illumi-
nation pour modifier le destin des cellules? Ce profil dépend-il de la structure des PS? 
Dans le troisième article, nous visons à développer une méthode de détection de 
l'apoptose induite par TPD au moyen du TEP. La détection des sites apoptotiques sera 
effectuée grâce à une approche de pré-ciblage en se basant sur les faits suivants: a) 
une synthèse simple et rapide du conjugué protéique radioactif par l'emploi du DOT A 
comme agent de chélation. b) l'emploi de la SAv radioactive permet une amplification 
du signal, c) l'ajout d'une étape de clairance permet de réduire l'interférence sanguine 
tout en augmentant la disponibilité du conjugué radioactif pour sa cible, 4) la grande 
affinité de l'Av ou SAv pour la biotine, 5) l'utilisation d'un dérivé biotiné non ra-
dioactif de la SAv assure une flexibilité d'adaptation permettant un ajustement des ty-
pes et du temps d'injection ainsi que des délais entre les injections pour obtenir une 
accumulation optimale dans les zones apoptotiques selon le mécanisme d'induction de 
l'apoptose, 6) l'utilisation du TEP permet d'obtenir une meilleure résolution et une re-
présentation tridimensionnelle des zones apoptotiques, 7) le cuivre64 est un émetteur de 
positrons facilement produit dans un cyclotron médical et sa demi-vie intermédiaire 
nous donne un temps suffisant pour effectuer la synthèse tout en conservant une activi-
té résiduelle convenable pour l'imagerie. De plus, cet isotope est aisément incorporé et 
conjugué à une protéine. 
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1. 7.3 Objectifs de la recherche 
Dans le premier article, nous désirons établir une relation entre l'activité photo-
dynamique et la structure chimique d'une série de zinc trisulfophtalocyanine en éva-
luant l'effet de l'augmentation de leur hydrophobie. Le second article est une suite du 
premier. Nos premiers résultats montrent un effet plus important de la structure chimi-
que des PS sur leur activité photodynamique après un court temps d'incubation. Nous 
désirons élucider l'importance du rôle de la membrane plasmique sur l'incorporation 
cellulaire du PS et de son activité globale. Dans le troisième article, nos objectifs vi-
sent à développer une méthode indirecte de détection de l'apoptose par imagerie TEP 
et d'évaluer son efficacité pour détecter l'apoptose induite par thérapie photodynami-
que dans un modèle tumoral animal. 
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II PREMIER ARTICLE 
Structure-photodynamic activity relationships of substituted zmc trisulfophthalo-
cyanines. N. Cauchon, H. Tian, R. Langlois, C. La Madeleine, S. Martin, H. Ali, D.J. 
Hunting, J.E. van Lier, Bioconjugate chemistry (2005) 16, 80-89. 
11.1 Buts 
Dans cet article, nous avons établi une relation entre l'activité photodynamique et la 
structure chimique d'une série de zinc trisulfophtalocyanines. Nous avons évalué l'effet de 
l'augmentation de l'hydrophobie et décelé la localisation intracellulaire des différents PS. 
11.2 Hypothèses 
La nature du PS joue un rôle important sur l'activité phototoxique. En raison de la 
courte demi-vie des espèces réactives (200 ns) et une distance de migration limitée (20 
nm), la zone de localisation correspondrait à la zone de réaction. Ainsi les caractéristiques 
chimiques du PS influencent sa distribution dans les organelles, la gravité du photodom-
mage et le type de mortalité induite. Une relation entre la structure et l'activité photody-
namique existe et peut être établie. 
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ABSTRACT 
To identify optimal features of metallated sulfophthalocyanine dyes for their use as 
photosensitizers (PS) in the photodynamic therapy of cancer we synthesized a series of 
alkynyl substituted trisulfonated phthalocyanines and compared their amphiphilic proper-
ties to a number of parameters related to their photodynamic potency. Varying length of 
the substituted alkynyl side-chain modulates the hydrophobic/hydrophilic properties of the 
dyes providing a linear relationship between their n-octanol/water partition coefficients 
and retention times on reversed-phase HPLC. Aggregate formation of the dyes in aqueous 
solution increased with increasing hydrophobicity while monomer formation was favored 
by the addition of serum proteins or organic sol vent. 
Trisulfonated zinc phthalocyanines bearing hexynyl and nonynyl substituents exhib-
ited high cellular uptake with strong localization at the mitochondrial membranes, which 
coincided with effective photocytotoxicity towards EMT-6 murine mammary tumor cells. 
Further increase in the length of the alkynyl chains (dodecynyl, hexadecynyl) did not im-
prove their phototoxicity, likely resulting from extensive aggregation of the dyes in aque-
ous medium and reduced cell uptake. Aggregation was evident from shifts in the elec-
tronic spectra and reduced capacity to generate singlet oxygen. When monomerized 
through the addition of Cremophor EL all sulfonated zinc phthalocyanines gave similar 
singlet oxygen yields. Accordingly differences in the tendency of the dyes to aggregate do 
not appear to be a determining factor in their photodynamic potency. Our results confirm 
that the latter in particular relates to their amphiphilic properties, which facilitate cell up-
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take and intracellular localization at photosensitive sites such as the mitochondria. Com-
bined these factors play a significant role in the overall photodynamic potency of the dyes. 
INTRODUCTION 
Photodynamic therapy (PDT) is an alternative treatment for cancer and several other 
medical conditions requiring a concerted action of a PS, oxygen and light (1,2,3). Upon il-
lumination with light of the appropriate wavelength ( 630-800 nm), the PS is excited to its 
triplet state, the excited PS interacts with its environment to produce highly reactive in-
termediates (for example, singlet oxygen, superoxide anion and hydroxyl radical) that are 
cytotoxic and cause tumor regression either directly be cell inactivation (4,5) and/or in-
directly by destruction of the tumor vascular microcirculation (6, 7,8). PDT using Pho-
tofrinun as a sensitizer has been approved for clinic treatment of many cancers world-wide, 
including cancer of the skin, mouth, esophagus, bladder, lung, breast and some reproduc-
tive organ (9, 10). Advantages of PDT over other conventional cancer therapies are that 
neither the PS nor the light used for its activation are toxic, allowing the treatment to tar-
get deceased tissue selectively while sparing surrounding healthy tissue. 
The well known limitations and drawbacks of Photofrin1m, i.e. chemical heterogene-
ity, relative low absorption coefficient at the activation wavelength of 630 nm and pro-
longed cutaneous photosensitivity, led to an extensive search for new, well-defined sensi-
tizers with highly effective photoactivity and less side effects (11). Many different classes 
of new sensitizers have been advanced for PDT and are under development at various 
stages of preclinical or clinical trials (12). Among the second-generation PS for PDT, 
phthalocyanines (Pc) have received particular attention due to the selective retention by 
tumor cells, lack of toxicity, chemical and photochemical stability combined with a high 
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molar absorption coefficient ( E > 105 M- 1cm-1, 640-710 nm) in the clinically useful red part 
of the spectrum (13). Non-substituted Pcs are extremely hydrophobie and insoluble in wa-
ter. Sulfonation is a well documented method to render them suitable for use in biological 
systems. Sulfonated Pcs are water soluble and have been shown effective PS to kill tumor 
cells in vitro and tumor regression in vivo. We have previous synthesized zinc, gallium 
and aluminum Pc with various degrees of sulfonation by either condensation or sulfona-
tion methods (14). Depending on the degree of sulfonation, Pc exhibit varying hydropho-
bie and hydrophilic properties, affecting the tendency to aggregate, changing their ability 
to generate 10 2 and resulting in very different photodynamic effects (15). Hydrophobie PS 
tend to aggregate in aqueous solution (16), decreasing their photodynamic activity while 
hydrophilic PS display decreased cell uptakes (17), target less photosensitive sub cellular 
sites (18) and are rapidly cleared in vivo (19). 
Many investigators have reported that photodynamic treatment induce lesions in mi-
tochondria, lysosomes, Golgi, membranes and/or other organelles as well as essential 
biomolecules including DNA (20,21,22). PS rarely reach the cell nucleus and accordingly 
this target is less important for photodynamic cytotoxicity. The cytoplasmic organelles 
constitute the more accessible targets for PS mainly owing to the permeability of cyto-
plasmic membrane. Mitochondria are the principal target for most PS and damage to this 
organelle quickly induces cell death by apoptosis (9). Deregulation or dysfunction of the 
mitochondria induces fast cell death due to respiratory failure. The Golgi apparatus is a 
specialized type of endoplasmic reticulum involved in the transport of macromolecules 
and degradation products. Damage to the Golgi disrupts protein synthesis/routing and ex-
cretion ofbreakdown products. The lysosomes are the excretory vesicles produced by the 
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Golgi to eliminate undesirable compounds (exocytosis) and their rupture releases such 
materials together with harmful acidic hydrolases into the cytosol. 
Cellular response to PDT-induced oxidative stress involves complex signal trans-
duction pathways and alterations in gene expression leading either to repair of induced 
lesions, altered cell fonctions or to cell death (23). Even though specific damage to sub-
cellular structures or fonctions has been demonstrated, it is difficult to show a clear causal 
relationship between intracellular damage and cell death (24). Furthermore, sensitivity to 
PDT differs a great deal between various cell types (25). Thus photodynamic activity de-
pends largely on intracellular distribution pattern that in tum depend on both cell type and 
nature of the PS. The relative contribution of these various factors to the overall photody-
namic response remains yet to be elucidated. 
Under in vitro conditions amphiphilic PS are in general more photodynamically ac-
tive than hydrophobie or hydrophilic molecules of the same class of compounds (26, 17). It 
has also been suggested that favorable pharmacokinetics to ensure tumor selectivity and 
rapid systemic clearance is likewise related to the amphiphilic properties of the PS (10). 
Among the sulfophthalocyanine dyes, adjacently substituted, disulfonated compounds 
have the appropriate amphiphilic properties for optimal cell membrane penetration, result-
ing in high photodynamic activity both against tumor cells in culture and experimental 
animal tumors (27,28,29,30). However such derivatives are difficult to purify as single 
isomeric products. We have also demonstrated that addition of some hydrophobie groups 
onto fourth benzyl ring of trisulfonated Pc can improve their amphiphilic properties result-
ing in an increase in cell uptake and in vitro photocytotoxicity (31,32). Woehrle and col-
laborators showed that introducing different lengths of alkyl chains to a series of positive-
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charged Pc tips the balance of the hydrophilic/lipophilic character of a Pc-based sensitizer 
(33). Pandey's studies on a series of purpurinimides containing alkyl substituents estab-
lished that the overall lipophilicity did not affect singlet oxygen yields of the monomer-
ized compound however the position of the alkyl groups was shown to play an important 
role in the in vivo efficacy of the PS (34). 
Since the core of the Pc macro ring system is hydrophobie and peripherally attached 
sulfonate groups are hydrophilic, substituting different lipophilic alkyl chains onto a sul-
fonated Pc permits modulation of the amphiphilic properties of the dye. U sing indole or 
pyrrole as a protecting group of the sulfonate substituent (35) in combination with the pal-
ladium catalyzed cross-coupling reaction (36) allowed us to prepare a series of novel 
trisulfonated Pc substituted with different lengths of alkynyl carbon chains on the fourth, 
non-sulfonated benzyl ring (37). In this paper we compare their amphiphilic properties to 
tendencies to aggregate, cell uptake, intracellular distribution and photocytotoxicity to 
arrive at structure-activity relationships. 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Photosensitizers. The di- and trisulfonated zinc(II) Pc (ZnPcS2a and ZnPcS3) were pre-
pared via condensation of sulfonated precursors and purified by extensive C-18 reversed-
phase HPLC fractionation (Waters Corp., Milford, MA, USA; Colurnn: RCM 8 x 10, Mil-
lipore, Milford, MA, USA), using a linear gradient from 100 % aqueous 5.0 mM phos-
phate buffer (pH 5) to 100% methanol over 30 min (1.5 rnL/min) (14). A preliminary note 
on the syntheses of the substituted trisulfonated Pc (ZnPcS3C2-16) has previously been re-
ported (37). Briefly, their preparation involves the synthesis of the indole-protected 
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monoiodo ZnPcS3I (3) via the mixed condensation of 1-(3,4-dicyanophenylsulfonyl)-
indole (1) with 4-iodophthlonitrile (2) followed by facile purification over a silica gel 
column (Scheme 1 ). The protected monoiodo 3 was reacted with the different terminal 
alkynes under palladium/Cu(!) catalyzed conditions to yield the series of protected 
ZnPcS3C2_16 ( 4-8) with different functionalized alkynyl substituents. After further purifica-
tion over a silica gel column the protected ZnPcS3C2_16 were hydrolyzed with lithium 
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4: R 1 = H 
5: R1= CH 2CH 2CH2CH3 
6: R1= CH2(CH2)5CH3 
7: R1= CH 2(CH2)aCH3 
8: R1= CH2(CH2)12CH3 
i: ZnAc.2Hp, 200-220 °C, 30 min, 19%; ii: Alkyne, PdCl2(Ph3P)2, Cul, THF, Et3N, rt, 15-24 h, 85-95%; iii: 
LiOMe, MeOH, THF, reflux, 24 h, 80-85%. 
Scheme II.1: Chemical synthesis ofZnPcS3Cn 
2-Iodo-9,16,23-tri(l '-indolylsulfonyl)phthalocyanine zinc(II) (3). 4-Iodophthalo-
nitrile (1) (1 mmole) and 1-(3,4-dicyanophenylsulfonyl)indole (2) (3 mmole) and zinc 
acetate (5 mmole) were grounded together and heated at 200 °C for 2 h. The crude mixture 
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was dissolved in CHC13 and purified by silica gel column chromatography eluted with 5% 
ethyl acetate in toluene to yield 3 as a dark blue solid in 20%. UV-vis (CHC13) Âma/nm 
(log e) 687.5 (5.26), 673.5 (5.26). 1H NMR (DMSO-d6) 9.2 (m), 8.8 (m), 8.4 (m), 8.22 
(m), 8.18 (m), 7.9 (m), 7.4 (m), 7.2 (m), 6.7 (m). 
General procedure for the coupling of 3 with alkynes. Compound 3 (0.1 mmole) 
and alkyne (0.13 mmole) were dissolved under N2 in anh. THF (5 mL). To this was added 
Pd(ph3P)2Cl2 (18 mg), Cul (18 mg) and triethylamine (9 mL) and the mixture was heated 
at reflux for 15-24 h. The products were purified by silica gel column chromatography and 
isolated in 85-90% yield. 
2-Ethynyl-9,16,23-tri(l '-indolylsulfonyl) PcZn(II) (4): UV-vis (CHC13) Âma/nm 
(log e) 690 (5.26), 676 (5.26), 615 (4.65), 359 (4.90), MS (FAB) m/z calculated for 
C61H39Nu06S3Zn 1211.70, found, 1211.0. 
2-(l '-Hexyne)-9,16,23-tri(l '-indolylsulfonyl) PcZn(ll) (5): UV-vis (CHC13) 
Âma/nm (loge) 691 (5.28), 676 (5.26), 613 (4.59), 361 (4.89), MS (FAB) m/z calculated 
for C62H39N110 6S3Zn 1195.62, found, 1195.1. 
2-(l '-Nonyne)-9,16,23-tri(l '-indolylsulfonyl) PcZn(II) (6): UV-vis (CHC13) 
Âma/nm (loge) 691 (5.28), 677 (5.26), 614 (4.60), 362 (4.88), MS (FAB) m/z calculated 
for C65H45N1i06S3Zn 1237.70, found, 1237.0. 
2-(1 '-Dodecyne)-9,16,23-tri(l '-indolylsulfonyl) PcZn(II) (7): UV-vis (CHC13) 
Âma/nm (loge) 692 (5.27), 675 (5.25), 613 (4.59), 362 (4.90), MS (FAB) m/z calculated 
for C68H51 N110 6S3Zn 1279.78, found, 1278.9. 
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2-(1 '-Hexadecyne)-9,16,23-tri(l '-indolylsulfonyl) PcZn(II) (8): UV-vis (CHC13) 
Àma/nm (log e) 692 (5.23), 676 (5.22), 614 (4.58), 362 (4.87), MS (FAB) m/z calculated 
for C72H59N 110 6S3Zn 1335.89, found, 1234.9. 
General procedure for the deprotection of indolysulfonyl PcZn(II) 4-8. To a so-
lution of lithium (80 mg) in MeOH (5 mL) was added 4-8 (50 mg) in THF (10 mL). The 
solution was refluxed for 24 h, the solvent was evaporated and the crude mixture was puri-
fied by medium-pressure reversed-phase C-18 column chromatography using MeOH and 
phosphate buffer (5 mmole; pH 5). 
2-Ethynyl-9,16,23-trisulfosodium PcZn(II) (9): UV-vis (MeOH) Àma/nm (log e) 
671 (5.27), 607 (4.58), 344 (4.81), MS (Electron-spray) m/z calculated for 
C34H16N80 9S3Zn 842.11, found, 840.8 (M-1). 
1H NMR (DMSO-d6) ô: 9.75 (m, 3H), 9.48 
(m, 5H), 8.52 (m, 4H). 
2-(1 '-Hexyne)-9,16,23-trisulfosodium PcZn(II) (10): UV-vis (MeOH) Àma/nm 
(log e) 671 (5.20), 607 (4.48), 344 (4.79), MS Electron-spray) m/z calculated for 
C38H24N80 9S3Zn 898.22, found, 896.9 (M-1). 
1H NMR (DMSO-d6) ô: 9.72 (m, 3H), 9.38 
(m, 5H), 8.50 (m, 3H), 8.18 (m, lH), 2.72 (t, 2H), 1.85 (m, 2H), 1.28 (m, 2H), 1.15 (t, 3H, 
CH3). 
2-(1 '-Nonyne)-9,16,23-trisulfosodium PcZn(II) (11): UV-vis (MeOH) Àma/nm 
(log e) 671 (5.31), 607 (4.52), 345 (4.82), MS (Electron-spray) m/z calculated for 
C41H30N80 9S3Zn 940.30, found, 939.0 (M-1). 
2-(l '-Dodecyne)-9,16,23-trisulfosodium PcZn(II) (12): UV-vis (MeOH) Àma/nm 
(log e) 671 (5.30), 607 (4.51), 345 (4.81), MS Electron-spray) m/z calculated for 
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(m, 5H), 8.55 (m, 3H), 8.20 (m, lH), 2.78 (t, 2H), 1.2-1.8 (m, 12H), 1.08 (t, 3H, CH3). 
2-(1 '-Hexadecyne)-9,16,23-trisulfosodium PcZn(II) (13): UV-vis (MeOH) 
Àma/nm (loge) 678 (5.14), 607 (4.36), 356 (4.68), MS Electron-spray) m/z calculated for 
9.42 (m, 5H), 8.55 (m, 3H), 8.18 (m, lH), 2.72 (t, 2H), 0.9-1.81 (m, 26H), 0.82 (t, 3H, 
Formulation of photosensitizers. To prepare the phosphate-buffered saline (PBS) dye 
solutions, a few mg of Pc were dissolved in PBS (pH 7.4) and sonicated for a few minutes. 
The solution was filtered on Millex-GV 0.22 µm (Millipore, Ont.) under sterile condition. 
The final concentration of the dyes was determined by UV-vis spectroscopy after 50-fold 
dilution in methanol or dimethylformamide (DMF). 
The lipophilic properties of the dyes. The hydrophilic and hydrophobie properties of the 
various Pc were determined by their retention time (RT) on C-18 reversed-phase HPLC 
and by their partition coefficient (P) between n-octanol and water. 
a) Retention time. Analytical HPLC was conducted on a Waters' system composed 
of a model 600 pump, 2487 UV-visible detector, helium de-gasser, model 600 controller 
and a Rheodyne injector. The HPLC column consisted of a Radial-Pak cartridge (10 x 0,8 
cm) filled with 4 µm Nova Pak C18 reversed-phase packing (Waters) and operated with a 
1-30% linear gradient of methanol in aqueous 10.0 mM sodium phosphate buffer (pH 5.0) 
over a period of 30 min followed by isocratic elution with 100% methanol for 5 min, at 
1.0 rnL min-'. Eluted Pcs were detected by the absorbency of the monomeric dyes at 670-
700 nm and RT were calculated as the weighed average of the RT of the regional isomers. 
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b) Partition coefficient. To 2 mL of the various sulfonated ZnPc solutions (50 µM) 
in PBS (pH 7.4) was added 2 rnL of n-octanol. The mixture was vortexed for 2 min, and 
then centrifuged 10 min (900 g) at room temperature to separate the phases. The concen-
trations of Pc in both phases was determined spectrophotometrically (U-2000, Hitachi) 
after diluting a sample 50-fold in DMF and measuring the absorbency at 340-360 nm (€ = 
80,000 M-1cm-1). The Pc concentration found in n-octanol was then divided by that found 
in PBS to give the partition coefficient (P). 
Spectral properties. The stock ZnPcS3C2_16 and ZnPcS312a solutions in PBS were diluted to 
5 µM in different media (methanol, DMF, PBS, 1 % and 55% FBS in Waymouth, 1 % 
CRM in PBS) and incubated for different time intervals (0 h, 1hand24 h). The electronic 
spectra were recorded (U-2000, Hitachi, Japan) and evaluated for the degree of aggrega-
tion by calculating the absorbency of the monomer at about 675 nm and the aggregate 
about 635 nm from the deconvoluted spectra. The dye concentrations can be measured 
independently from their aggregation state by their absorbency at 340-360 nm (€ = 80,000 
M-1 -1) cm . 
L-Tryptophan photooxidation (38). A solution of 1 mL containing ZnPcS (50 µM) and 
L-tryptophan (5 mM) in PBS with and without 1 % CRM was irradiated in a glass test tube 
(16x100 mm). The light source consisted of a high intensity xenon short arc 300 W lamp 
model LX300F (ILC Technology, Sunnyvale, CA, USA). Light was fed through a liquid 
guide fiber optic (model 77556, Oriel Corp. Stratford, CT, USA) and two filters LS-700 
and LL-600 (Corion, Holliston, MA, USA) thus transmitting light between 600-700 nm at 
a fluence rate of 150 mW cm-2 (measured with a Power-Energy meter model 365 with a 
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sensor model 38-0101, Scientech, Boulder, CO, USA). The solution was kept at 4°C and 
bubbled with air to ensure 0 2 saturation. After 2 and 4 min of illumination, 80 µL samples 
were collected and analyzed by HPLC to quantify the characteristic hydroperoxide prod-
ucts 3a-hydroperoxy-l ,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo [2,3J3] indole-2-carboxylic acid 
(HPPI isomers) (RT HPPI = 13.5 min and 18.0 min, RT tryptophan = 30.0 min) derived 
from 10 2 oxidation of tryptophan. The relative HPPI yield for each PS was measured from 
the HPPI chromatogram peak areas, taking the area produced by AlOHPcS4 as 100%. 
HPLC analysis was done on a Radial Pak cartridge (lOx0.8 cm) filled with 4 µm Nova 
Pak C18 reversed-phase packing eluted at 1.0 mL/min with a linear gradient of 0.1 % 
trifluoroacetic acid (TF A) in water and methanol (0.1 % TF A) over 30 min from ( 1 to 30% 
methanol). The UV-vis detector was set at 215 nm. 
Cell cultures. The cell line used was the EMT-6 murine mammary tumor line, maintained 
in Waymouth medium culture (Gibco, Burlington, Canada) supplemented with 15% fetal 
bovine serum (FBS), 1 % glutamine and 1 % pen-strep (Gibco). This corresponds to a com-
plete medium. 
Cell uptake of dyes. The EMT-6 cells (1.5 x 105 cells per well) in 1 mL Waymouth's 
growth medium were incubated in 24 multi-well plates (Falcon) ovemight at 37°C under 
5% C02• The medium was removed, the monolayer rinsed twice with PBS and then over-
laid with 500 µL of the dye solution (10 µM) in medium culture supplemented with 1 % 
FBS. For the longer incubation times of 24 h and 48 h the medium was supplemented with 
4% of FBS to reduce cell death. After the incubation the dye solution was removed and 
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the cells were washed twice with PBS. The cells were lysed with 500 µL of 0.1 N NaOH. 
An aliquot (50 µL) was removed to determine cellular protein according to the Bradford 
method (Bio-Rad Protein Assay) (39). DMF (450 µL) and PBS (100 µL) were added to 
the remaining cell lysate, centrifuged for 30 min at 4°C, 3500 rpm and dye concentration 
in the clear supematant was assayed by fluorescence spectroscopy (F-2000, Hitachi) (Àex = 
608 nm, 5 nm band pass, Àem = 687 nm, 5 nm band pass). Standard curves were made us-
ing cell lysates treated as above with known amounts of the appropriate Pc solution added. 
The results were expressed as nmole of Pc per mg of cellular protein. 
Intracellular distribution. The cell suspension (lx105 cells/mL) was plated onto glass 
cover slips and incubated for 18-24 h at 37°C, 5% C02 to allow for cell adhesion. The me-
dium was removed, the cells were rinsed twice with PBS and then overlaid with 1 mL of 
the dye solution (10 µM) in medium culture supplemented with 1 % FBS. After 3 h at 
37°C, the dye solution was removed and the cells were washed twice with PBS and twice 
more with low phosphate buffer (HBSS/HEPES). The cells were incubated at 37°C under 
5% C02 with different tracker dyes (lnvitrogen Inc., Ontario, Canada) including SYTO 13 
(10 nM, 1 h), Myto-Tracker Green (150 nM, 45 min), Lyso-Tracker Green (200 nM, 1 h), 
TMA-DPH (5 µM, 1 h) and NBDC6 Ceramide (5 µM, 1 h). Only the latter dye needs to be 
rinsed three times with the same buff er where after new medium is added and the cells are 
incubated for another 30 min. 
After the last incubation, all samples were washed twice with PBS and mounted for 
microscopie observations. Cells were examined with a scanning confocal microscope 
(NORAN Instruments Inc, Middleton, WI) coupled to an inverted microscope with a lOOx 
oil immersion objective (Nikon). Specimens were excited by krypton/argon laser at 488 
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nm or 568 nm and emitted fluorescence was measured using barrier filters (525/25 nm 
band pass or 590 nm long-pass, respectively). Optical sections were collected at 0.25-µm 
intervals with 10 µm pinhole aperture (minimal opening in order to yield a maximal con-
focal component). Digitized images of 512x480 pixels were obtained with 256 times line 
averaging and enhanced with Intervision software (NORAN Instruments Inc) on a Silicon 
Graphies 02-workstation (Mountain View, CA). 
Cell photoinactivation. Cell cultures were trypsinated to give a 1.5xl05 cells/mL suspen-
sion ofwhich 100 µL per well were plated in 96 multi-well plates and incubated ovemight 
at 37°C under 5% C02• One column did not receive cells to serve as a blank. Attached 
cells were rinsed twice with PBS and incubated with 50 µL of dye solution (1 µM) in 
Waymouth 1 % FBS for 1 h or 24 h. One control column was filled with dye-free Way-
mouth 1 % FBS. The cells were then rinsed twice with PBS, refed with 100 µL of Way-
mouth 15 % FBS and exposed for varying time intervals to red light (10 mW cm-2 at 660-
700 nm). Plates were incubated ovemight at 37°C under 5% C02• Cell survival was meas-
ured by a colorimetric method, using the tetrazolium salt MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) (Sigma). Eight-fold replicates were run and ex-
periments were repeated at least three times. 
MTT assay. This assay was adapted from the method described by Tada et al. (40). A 
stock solution of MTT at 0.5% in PBS was prepared and kept at 4°C in the dark. The solu-
tion was diluted 5-fold in Waymouth 15% FBS and 50 µL was added in each well. After 4 
h incubation (37°C, 5% C02), 100 µL sodium dodecyl sulfate (10% in 0.01 N HCl) was 
added to the wells to stop MTT reduction and to dissolve the blue formazan crystals pro-
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duced by mitochondrial hydrogenases in living cells. After 24 h incubation, the plates 
were read on a microplate reader (Molecular Devices, Thermomax) for their optical densi-
ties at 570 nm. The survival curves were plotted as a fonction of light dose and LD90 val-
ues were calculated. 
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RESULTS 
Table II.1: n-Octanol/water partition coefficients (P), reversed-phase HPLC retention 
times (Rr), tryptophan photooxidation yields (HPPI) and monomer concentration of PcS 
in various solvents. 
lp .lRT JHPPI 4 Monomer formation 
Sensitizer (PX 10-3) (min) PBS CRM PBS CRM methanol 1%FBS 55%FBS 
AIOHPcS4 n.a 8.6 0.97 1.00 40.4 66.8 n.a n.a n.a 
ZnPcS2a 5.6± 0.9 25.5 0.18 1.16 9.6 62.4 58.8 16.0 51.4 
ZnPcS3 1.33 ± 0.5 22.4 0.29 1.14 10.4 83.4 95.4 12.6 23.4 
~nPcS3C2 (9) 3.5 ± 0.5 23.4 0.09 1.15 7.2 59.8 57.0 9.0 16.8 
~nPcS3C6 (10) 26.9 ± 6.0 27.2 0.05 1.15 4.2 81.0 68.0 6.6 18.8 
rznPcS3C9 (11) 34.2 ± 4.0 28.8 0.03 1.25 2.4 99.6 46.2 5.0 15.2 
ZnPcS3C12 (12) 38.7 ± 5.0 29.9 n.d. 1.26 1.0 75.8 60.2 8.8 15.2 
ZnPcS3C16 (13) 43.0 ± 7.0 31.3 n.d. 1.11 3.0 88.0 52.8 4.6 6.0 
1 P: n-Octanol/water partition coefficient.2 RT: HPLC retention times of PcS (in min, weighed average of 
3 
regional isomers) on a C-18 reversed-phase column. The relative amount of hydroperoxide (HPPI) 
formed from the photooxidation of L-tryptophan using different PcS in PBS (with and without 1 % CRM) 
is expressed relative to that obtained with a standard (AIOHPcS4). The quantum yield for singlet oxygen 
4 
production of AIOHPcS4 is 0.4. The monomer concentration was estimated from its molar absorbance at 
675 nm after deconvolution analysis and expressed as % of total PcS (5 µM). n.d.: No detectable HPPI 
formation. 
Lipophilic properties of the dyes. The retention times (Rr) of the substituted ZnPcS3Cn 
on reversed-phase HPLC and their partition coefficients (P) between n-octanol and water 
are summarized in Table II.1. A plot of log P versus the retention time on HPLC shows a 
linear correlation (Figure II.1). Rr values of the ZnPcS3Cn increase with increasing "n", i.e 
the length of the alkynyl side chain, reflecting their increased lipophilicity. 
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Figure II.1: n-Octanol/water partition coefficient (logP) 
vs. reversed-phase HPLC retention time (RT). 
Addition of a six carbon chain to the ZnPcS3 to give ZnPcS3C6 (10) increases the RT 
from 22.4 to 27.2 min, which is similar to the RT of the adjacent substituted disulfonated 
ZnPcS2a (25.5 min) suggesting that their amphiphilic characters are comparable. The parti-
tion coefficients indicate however that the ZnPcS3C6 (10) is more lipophilic than the 
Spectral properties. The spectra of all dyes in PBS show a strong absorption peak at 460 
nm, a characteristic peak of the monomer at 675 nm and a characteristic peak for the ag-
gregated dye at 630 nm (Figure II.2). Aggregation of the mono mers results in a blue shift 
of the Q band, from 675 nm to 630 nm while the intensity of the absorption band at 460 
nm remains constant (15,41,42,43). In Waymouth 1 % FBS the intensity of the aggregate 
peak at 630 nm is decreased while the intensity of monomeric Q band at 675 nm is in-
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creased. Augmenting the FBS concentration to 55% further increases the absorption peak 
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Figure 11.2: Absorption spectra of ZnPcS3 (-), ZnPcS3C2 (- • • -), ZnPcS3C6 (· • • ·), 
ZnPcS3C9 (- - -) and ZnPcS3C16 (- • - ·)in different media. A: methanol, B: 
PBS, C: Waymouth's +1 % FBS, D: Waymouth's + 55% FBS. 
This suggests that binding of the Pc to FBS proteins facilitates the formation of 
monomers. In methanol and DMF the monomeric peak at 675 nm is prominent for most of 
the ZnPcS3 derivatives. Addition of an emulsifier such as Cremophor EL ( 1 % ) to an aque-
ous solution of the dye likewise results in monomerization of the aggregates. Examples of 
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the spectral shifts in different media are presented in Figure II.2a-d. To estimate the con-
centration of monomeric or aggregated Pc in diff erent media deconvolution spectra of the 
overlapping absorption peaks were generated. To this end the spectra were analyzed by a 
Lorentzian non linear curve fit ( 44). Table Il.1 summarizes the monomer concentration 
(µM) of the various sulfonated ZnPc (5 µM) measured in five different media after an 
equilibrium period of 24 h. In all media a relationship between retenti on time (RT) and the 
monomer concentration is evident with the highest percentage of monomers occurring for 
the hydrophilic ZnPcS3 lacking the hydrocarbon side chain (graphs not shown). Mono-
merization is minimal in PBS. The addition of 1 % FBS has little effect, while 55% FBS 
results in a balance between the concentration of monomer and aggregate except for 
ZnPcS3C16 (13), which is not affected. In contrast the monomer concentration of ZnPcS2a 
increases by 5-fold upon addition of 55% FBS, approaching the monomerization level 
obtained in methanol. In methanol, the monomer concentration of all sulfonated ZnPc 
derivatives is higher than 2.3 µM, with the non-substituted ZnPcS3 approaching near 100% 
monomerization. 
L-Tryptophan photooxidation. Upon excitation, phthalocyanine monomers generate 10 2, 
which in tum can photooxidize lipids and amino acids such as L-tryptophan. L-Tryptophan 
photooxidation yields characteristic hydroperoxide isomers (HPPI) that can be quantified 
using HPLC. Singlet oxygen quantum yields (<l> 10 2) can be established by comparison of 
the HPPI yields of the ZnPc with AlOHPcS4 (<l> 10 2 = 0.43) (45). Table II.1 shows the 
HPPI hydroperoxide yields for the various ZnPcS derivatives together with their monomer 
concentrations. In PBS the photooxidation of L-tryptophan is greatly decreased when 
ZnPcS3 is substituted with lipophilic chains to give ZnPcS3C0 • This is in agreement with 
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their absorption spectra that indicate that the ZnPcS3Cn are highly aggregated in this me-
dium. However, addition of 1 % CRM results in > 60% monomerization revealing that all 
ZnPcS3C" have similar capacities to generate 10 2, which are higher then that of the refer-
ence dye AlOHPcS4• 
Cell uptake. Dye uptake by the EMT-6 cells as a function of incubation time is presented 
in Figure II.3. The concentrations in nmole Pc per mg cell protein a:fter 1 h and 24 h incu-
bation with 10 µM ZnPcS are shown together with cell survival a:fter PDT with 1 µM 
ZnPcS as a function of the light dose required for 50% and 90% cell kill (LD5o and LD90). 
A:fter 1 h of incubation, ZnPcS3C9 (11) shows the highest uptake among the various 
ZnPcS3Cn. Prolonged incubation of 24 h results in further increase of the dye concentra-
tion by about an order of magnitude. ZnPcS3 substituted with longer aliphatic side chains 
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Figure II.3: Comparison ofEMT-6 cell phototoxicity (LD90 and LD50 in J cm-2) and 
cell uptake (in nmole Pc/mg protein) of a series of ZnPcS derivatives as a function of 
their HPLC retention times, after (A): lh and (B): 24h incubation periods. 
Intracellular distribution. Figure 4a-e shows the intracellular localization of the ZnPcS 
derivatives (10 µM) in EMT-6 cells after 3h incubation, together with the localization of 
different tracker dyes. The presence of the ZnPcS is evident from their red fluorescence 
(Figure 11.4, center images). The different tracker dyes are detected by their intense green 
fluorescence (left images), while co-localization with the ZnPcS results in a yellow fluo-
rescence (right images). The ZnPcS are mainly localized in the cytoplasm (Mitochondria 
(Figure II.4a), Golgi (Figure II.4b) and lysosomes (Figure II.4c)) while almost excluded 
from the cell nucleus (Figure II.4d). The sensitizers mostly cross the cytoplasmic mem-
brane by passive diffusion, however co-localization with the tracker dyes in Golgi and 
lysosomes indicates that part of the transport involves endocytosis. The latter is confirmed 
by the detection of ZnPcS as a punctuate pattern co-localized with membrane tracker dye 
(Figure II.4e). The parent ZnPcS3 and its analog substituted with a short C2 chain exhibit 
similar distribution pattern while substitution with the longer C12 and C16 chains reduces 
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uptake in the cytoplasmic organelles. The most amphiphilic ZnPcS23, ZnPcS3C6 (10) and 
ZnPcS3C9 (11) show the highest accumulation in the mitochondria (Figure 11.4 ). 
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Figure 11.4: Comparative intracellular localization of ZnPcS derivatives (10 µM) in 
EMT-6 cells after incubation for 3h (center images) with various tracker 
dyes (left images) and superimposed images (right images). A: nucleus 
(syto 13), B: mitochondria (myto-tracker green), C: lysosomes (lyso-
tracker green), D: golgi (NBD-6 Ceramide) and E: endocytose (TMA-
DPH). 
Photocytotoxicity. No dark toxicity towards EMT-6 cells was observed with any of the 
dyes under study up to 1 OO µM over a 24 h incubation period in Waymouth 1 % FBS. LD50 
and LD90 after 1 h and 24h incubation with the dyes as a fonction of light dose (J cm·2) are 
summarized in Table 11.2 and were derived from the corresponding survival curves (not 
shown). In order to directly compare cell uptake with photocytotoxicity of the ZnPcS3Cn-
series, the LD50, LD90 and cell uptake values vs. retention time are shown on the same 
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plots (Figure II.3). The most photoactive dye is the ZnPcS2a followed by ZnPcS3C6 (10) 
and ZnPcS3C9 (11). The latter exhibit substantial higher photocytotoxicity than the parent 
ZnPcS3 or the ZnPcS3C0 bearing the shorter (n=2) or longer (n=16) alkynyl side chain. 
Table II.2: Phototoxicity and EMT-6 cell uptake of a series of ZnPcS derivatives. 
Sensitizer 1 h 24h 
1 Cell uptake LLDso .LLD90 1 Cell uptake LLDso .LLD90 
ZnPcS2a 0.16 ± 0.04 0.5 1.0 1.75 ± 0.06 0.2 0.6 
ZnPcS3 0.05 ± 0.01 8.0 26.0 0.94 ± 0.02 2.4 4.1 
ZnPcS3C2 (9) 0.12 ± 0.01 7.0 20.0 1.75±0.15 3.1 4.2 
ZnPcS3C6 (10) 0.24 ± 0.03 1.0 2.0 2.81±0.07 1.4 1.9 
ZnPcS3C9 (11) 0.97 ± 0.25 0.5 1.5 3.34 ± 0.10 0.6 1.8 
ZnPcS3C12 (12) 0.28 ± 0.13 3.0 7.0 1.49 ± 0.10 1.8 5.0 
ZnPcS3C16 (13) 0.45 ± 0.05 >37.0 >37.0 0.92 ± 0.05 4.0 7.5 
EMT-6 cells were mcubated w1th ZnPcS (10 µM) for lh or 24h and analyzed for dye 
content as described under materials and methods. Values are in nmole Pc per mg of cell 
protein (±SEM). 2 The LD50 or LD9(} is the light dose (J cm-1) required to induce cell sur-
vival by 50% or 90% after incubating EMT-6 cells with 1 µM dye for lh or 24h. 
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DISCUSSION 
In this study we compare the hydrophilic/lipophilic properties of a series of struc-
turally related sulfonated Pc dyes with a number of parameters that impact on their photo-
dynamic potential. The lipophilic properties of the various ZnPcS3Cn were determined by 
two methods, n-octanol/water partition coefficient (P) and reversed-phase HPLC retention 
time (RT). The first shows the preference of the dyes for organic solvent (n-octanol) and 
the second determines the strength of hydrophobie interactions. Both methods give a 
measure of the lipophilic properties of the dyes and the relationship between these two 
parameters was shown to be linear (Figure 11.1). Longer RT correlate with a higher parti-
tion coefficient (log P) reflecting stronger lipophilic properties of a given dye. 
Singlet oxygen (10 2) yields have been shown inversely proportional to the extent of 
aggregation of a sensitizer (15,43). Tendency to aggregate is largely modulated by the 
ring substituents and the nature of axial ligands on the central metal ion. Monomeric Pc 
molecules with identical central metal ion and varying degrees of sulfonation retain the 
same photochemical activity. Pc aggregation is easily detected by a 30-50 nm blue-shift 
of the Q band around 675 nm to yield a broad and less absorption peak around 630 nm in 
the UV-vis absorption spectrum (15). Upon excitation with light, aggregated photosensi-
tizers dissipate their energy through internai conversion to the ground state rather than 
triplet formation with subsequent singlet oxygen production (16). Hydroperoxide (HPPI) 
formation from L-tryptophan by our ZnPcS in PBS increased proportionally with the 
monomer concentration (Table 11.1 ). The more lipophilic compounds with longer HPLC 
retention times aggregated more readily in aqueous solution, thus reducing their photo-
chemical activities. When the Pc derivatives were solubilized in 1 % Cremophor EL, 
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HPPI formation of all ZnPcS3C0 derivatives surpassed that of the reference AlOHPcS4 
(Table II.1). Margaron et al. reported similar findings using a series of ZnPc, where the 
most lipophilic compound, a tetraiodinated ZnPc entered the cells to a lesser extent due to 
low affinity for the plasma membrane (26). 
lt is generally believed that amphiphilic properties of photosensitizers play a signifi-
cant role in their efficiency in photodynamic therapy (46). We previously reported that 
increasing the number of sulfonated groups on a metallo Pc led to a decrease in the photo-
cytotoxicity under both in vitro and in vivo conditions, which coincided with decreased 
cellular uptake ( 47, 48). The disulfonated dye bearing two sulfonated groups on adjacent 
benzyl rings was found to be the most photoactive derivative. On the other hand, it was 
reported that amphiphilic dyes internet with the lipid portion of plasma membranes ( 49), 
thereby facilitating their transport into the cell (27). lt has also been reported that the 
same amphiphilic properties allows for more efficient binding to low density lipoprotein 
(LDL), which has been implicated in the transport of porphyrin-based sensitizers to tumor 
tissue (17). Amphiphilic properties of sulfonated Pc strongly correlate with their cell up-
take and photocytotoxic potency (26). Our current data confirm that adding a lipophilic 
hydrocarbon side chain to ZnPcS3 improves cell uptake (Table 11.2). However adding 
longer chain lengths, e.g. n>9 for ZnPcS3C0 , results in a decrease in cell uptake providing 
a parabolic relationship between cell uptake vs. retention time, inverse to that observed 
for phototoxicity vs. retention time (Figure 11.3). This is particular evident after a 24h in-
cubation period (Figure Il.3B). Comparing the LD90 of the ZnPcS3C0 with their relative 
cell uptake values, both after a 1-h and 24-h incubation periods, reveals a linear regression 
with higher cell uptake capacity correlating to lower photocytotoxicity (Figure II.5). 
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Figure 11.5. Comparison ofEMT-6 cell uptake and phototoxicity (LD90 and LD50) 
of a series of ZnPcS derivatives after 1 h (•) and 24 h (o) incubation 
times. 
This phenomenon is particularly evident after the shorter 1-h incubation period. This 
confirms that variations in cellular phototoxicity between the dyes can not simply be ex-
plained by differences in cell uptake. Instead, our data strongly suggest that variations in 
cell uptake rates and intracellular distribution pattern are responsible for differences in 
photoactivity. 
On such account we examined possible correlations between amphiphilicity and 
tendencies to aggregate, which in tum could impact both on cell uptake kinetics and ca-
pacity to produce singlet oxygen as well as intracellular localization pattern. Increasing 
hydrophobicity of ZnPcS3 by the addition of lipophilic side chains affects the tendencies 
to aggregate in a milieu-dependent manner. In PBS or culture medium, with the addition 
of 1 % FBS protein, aggregation remains high and similar for ail derivatives tested (Table 
84 
Chapitre II : Premier article 
II.1). These data show that the most hydrophilic parent ZnPcS3 is in fact the least aggre-
gated. Adding 55% protein to the medium breaks up the stacked ZnPcS aggregates, re-
sulting in doubling of the monomer concentration to - 20%. Only the ZnPcS3C16 is less 
affected by the added protein and its monomer concentration remains low (6% ). In con-
trast ZnPcS2a interacts strongly with protein resulting in a 5-fold increase of the monomer 
concentration (>50% ). In methanol monomerization is high, i.e. above 50% for most dyes 
tested. Of the five media the aqueous buffer fortified with 55% FBS most closely mimics 
the intracellular environment where the dyes localize, suggesting that a similar mono-
merization process occurs at the cellular level. This implies that amphiphilicity of the dye 
plays an important role in reaching optimal monomer/aggregated ratios at the target site, 
contributing to the desired phototoxic effects. 
Longer side chains facilitate aggregation of the dyes resulting in loss of their capac-
ity to generate singlet oxygen, a phenomena that is confirmed by their diminished capac-
ity to photooxidize L-tryptophan to its characteristic HPPI hydroperoxide products (Table 
11.1). Steric hindrance may also contribute to diminished cell uptake and loss of phototox-
icity. Rosenthal et al. attributed the absence of significant uptake of the lipophilic tetra-
neopentoxy ZnPc to steric hindrance of the bulky neopentoxy groups (50). We previously 
demonstrated that adding long axial hydrocarbon chains to silicon naphthalocyanine in-
creased their hydrophobicity, but that increased steric hindrance reduced cellular uptake 
resulting in reduced cellular phototoxicity (51). 
However, differences between the intracellular localization patterns of the dyes may 
yet play the most important role in exerting their photodynamic action. The high reactivity 
of the cytotoxic singlet oxygen produced upon photoexcitation of the dyes limits their 
action range such that most of the photodamage occurs at the site where the dyes localize 
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(24). The importance of intracellular localization relates to the many cytoplasmic targets, 
the extend of the damage generated and the capacity of the cell to repair these injuries. 
The nucleus' DNA is prone to damage and as such is the first target to consider in cell 
death. However access to the nucleus is limited due to the selectivity of the nuclear mem-
brane. Our phthalocyanines, as well as other photosensitizers tend to accumulate on the 
surface of nuclear membrane without traversing this barrier (Figure II.4A). Even though 
the nucleus is not directly affected by our phthalocyanines its role in cell death after PDT 
is evident since damage at other intracellular sites initiates a cascade of biochemical reac-
tions that affect the nucleus indirectly (20). 
Our ZnPcS3C0 localize mainly at the mitochondria and Golgi apparatus (Figure II.4 
B,C). There are however significant differences between the dye preparations with the 
most amphiphilic ZnPcS3C6 and -C9 giving the highest co-localization with mitotracker 
green. Shorter or longer lipophilic side chains show reduced uptake. Further more, uptake 
by the lysosomes provides an active pathway to attack vital organelles as part of the over-
all photodynamic response. The relationship between the intracellular localization pattern 
of our ZnPcS and their photodynamic potency obviously does not constitute the only pa-
rameter to consider. Other factors that may play arole include the quantity of singlet oxy-
gen produced, interaction between different organelles within the cell, the extent of dam-
age, changes in permeability of the various membrane structures, cell uptake kinetics, etc. 
Evaluation of all such parameters is essential to establish a reliable structure-
photodynamic activity relationship and experiments to this end are currently in progress. 
In summary, the amphiphilic properties of trisulfonated ZnPc can be improved by 
introducing a lipophilic alkynyl chain to the Pc macro cycle. The amphiphilic properties 
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of the ZnPcS3Cn play a key role in cell uptake and photocytotoxicity, and also affect the 
aggregation of sulfonated Pc in biological systems. Adding a C6-C9 linear carbon chain 
to ZnPcS3 (ZnPcS3C6 and ZnPcS3C9) gave Pc that readily localized in the mitochondria 
and the Golgi apparatus resulting in comparable photodynamic activities as those reported 
for the amphiphilic, adjacent disulfonated ZnPcS2., which is considered as one of the most 
active sulfonated Pc-based photosensitizers for PDT. The advantage of these new deriva-
tives over ZnPcS2• as potential photosensitizers for PDT lies in their chemistry: They are 
more easily prepared and purified to give well identified products. 
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III DEUXIÈME ARTICLE 
Photodynamic activity of substituted zinc trisulfophthalocyanines: role of plasma 
membrane damage. N. Cauchon, M. Nader, G. Bkaily, J.E. van Lier and D.J. Hunting, 
(2006) soumis à Photochemistry and photobiology. 
III.1 Buts 
Les résultats de notre premier article montrent un effet plus important des caractéris-
tiques chimiques des PS sur leur activité photodynamique après un court temps d'incuba-
tion. Nous avons étudié l'importance de la sélectivité de la membrane plasmique pour l'in-
corporation cellulaire et comme cible principale lors de l'illumination. 
III.2 Hypothèses 
La perméabilité de la membrane plasmique contrôle le va-et-vient des molécules en-
tre les compartiments intracellulaires et interstitiels. La structure chimique des PS in-
fluence la cinétique d'internalisation et la distribution à l'intérieur des couches lipidiques. 
La capacité des PS à traverser cette barrière détermine sa localisation et de sa concentra-
tion intramembranaire. Au moment de l'illumination, l'intensité des dommages induits à la 
membrane plasmique peut expliquer l'effet de la structure chimique sur l'activité photody-
namique globale après un court temps d'incubation. 
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ABSTRACT 
We recently reported that variations in cellular phototoxicity among a series of al-
kynyl-substituted zinc trisulfophthalocyanines (ZnPcS3Cn) correlates with their hydropho-
bicity with the most amphiphilic derivatives showing the highest cell uptake and phototox-
icity. In this study we address the role of the plasma membrane in the photodynamic re-
sponse as it relates to the overall hydrophobicity of the PS. The membrane tracker dye 
TMA-DPH was used to establish plasma membrane uptake by EMT-6 cells of the 
ZnPcS3Cn by co-localization, while TMA-DPH membrane uptake rates after photody-
namic therapy were used to quantify membrane permeability and damage. TMA-DPH co-
localization patterns show membrane uptake of the PS after short 1-h incubation periods. 
TMA-DPH plasma membrane uptake rates after illumination of the dye-treated cells show 
a parabolic relationship with dye hydrophobicity that correlates well with the phototoxic-
ity of the ZnPcS3Cn. After a 1-h incubation period overall phototoxicity correlates closely 
with the TMA-DPH cell membrane uptake rate, suggesting a major role of plasma mem-
brane damage in the overall PDT effect. In contrast, after a 24-h incubation, phototoxicity 
shows a stronger correlation with total cellular dye uptake rather than membrane uptake, 
suggesting a shift in the cellular damage responsible for photosensitization from the 
plasma membrane to intracellular targets. We conclude that membrane localization of the 
amphiphilic ZnPcS3C6-C9 is a major factor in their overall photodynamic activity. 
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INTRODUCTION 
Photodynamic therapy (PDT) is an alternative treatment for cancer and several other 
medical conditions requiring a PS, oxygen and light (1,2,3,4). Upon illumination of the 
affected area with light of the appropriate wavelength (630-800 nm) the PS is excited toits 
triplet state, which interacts with molecular oxygen to produce singlet oxygen and various 
other reactive oxygen species (ROS). The main cytotoxic entity is believed to be singlet 
oxygen, which acts at the site of the PS due to its very short half life (5). Depending on 
the distribution of the PS, tissue response may be induced either directly by cell inactiva-
tion (6,7) and/or indirectly by destruction of the vascular microcirculation (8,9,10). 
The importance of lipophilicity vs. hydrophilicity for the photodynamic potency of 
the PS has been demonstrated in many studies (11,12,13). Amphiphilic (14) and hydro-
phobie PS with fewer than two negative charges can be intemalized in cells by diffusion, 
passive partitioning between hydrophobie and hydrophilic environments of the cell mem-
brane, endocytosis via association with LDL (15,16), pinocytosis after binding to BSA 
(17) or a combination of these processes. Hydrophilic PS, or hydrophobie PS with more 
than two negative charges, cannot diffuse across the plasma membrane; following non-
covalent binding to serum proteins such as albumin and globulins they are transported by 
endocytosis only (1,18). In general, amphiphilic PS exhibit the highest in vitro and in vivo 
photodynamic activity (1,13,15,19,20). 
We recently reported that variations in cellular phototoxicity among a series of 
trisulsulfonated zinc phthalocyanines (ZnPcS3Cn) correlate with their amphiphilic proper-
ties, which facilitate cell uptake and intracellular localization at photosensitive sites (13). 
However, our data also indicated that the intracellular localization does not constitute the 
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sole determining parameter in the overall photodynamic potency of the PS. Other factors, 
such as changers in membrane permeability and cell uptake kinetics, may play an equally 
important role. This was in particular suggested by the selective localization of the most 
amphiphilic dyes in the series (ZnPcS3C6_9) in the lysosomes and Golgi apparatus, which 
is indicative of an endocytic pathway. Such a pathway proceeds via initia~ rapid mem-
brane localization resulting in extensive plasma membrane damage a:fter PDT at early in-
cubation times. Several other classes of PS have been shown to target the plasma mem-
brane during PDT (21,22,23). 
The hydrophobie fluorescent bulk membrane probe 1-[ 4(trimethylamino )phenyl]-6-
phenylhexa-1,3,5-triene (TMA-DPH), with its well documented properties, was used to 
visualize membrane intemalization of a PS as well as plasma membrane damage a:fter 
PDT (24,25,26). This cationic dye does not cross the intact cell membrane, but enters the 
membrane leaflets by endocytosis (27). TMA-DPH does not fluoresce in aqueous me-
dium; however upon adhesion and intemalization in the plasma membrane, its photo-
physical properties change due to interaction with the lipid environment, resulting in the 
emission of strong fluorescence a:fter photo-activation (quantum yield 0.7). TMA-DPH is 
not cytotoxic, resists metabolic transformation, and the non-intemalized fraction is easily 
removed from the membrane periphery by washing. As a result this fluorescent probe has 
been used extensively to evaluate plasma membrane fluidity and damage, as well as endo-
cytosis and exocytosis. 
Here, we use the TMA-DPH probe as an endocytic pathway marker, to reveal the 
presence and movement of PS in intemal layers of the plasma membrane, and to estimate 
membrane photo-damage a:fter PDT. In particular, we compare the effect of the structure 
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of a series of amphiphilic, sulfonated phthalocyanines (ZnPcS3Cn) on their membrane in-
temalization pattern and evaluate a possible correlation with the overall photodynamic 
potency ofthese PS. 

























Photosensitizers. The di- and trisulfonated zinc(II) phthalocyanines (ZnPcS2 and 
ZnPcS3) were prepared via condensation of sulfonated precursors and purified by exten-
sive C-18 reversed-phase HPLC as previously described (28). The ZnPcS3Cn (n=0-16) 
(scheme 111. l) were prepared as previously described and characterized by their character-
istic UV-vis electronic spectra and HPLC retention times (tR, weighted average of regional 
isomers) (13,29). To prepare the phosphate-buffered saline (PBS) solutions, ZnPcS were 
dissolved in PBS (pH 7.4) and sonicated for a few minutes. The solutions were filtered 
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(Millex-GV 0.22 µm, Millipore, Ont.) under sterile conditions and the ZnPcS concentra-
tions were determined by UV-vis spectroscopy after a 50-fold dilution in methanol 
(f=80.000 M-1cm-1 at 340 nm) and adjusted to 100 µM. The Soret band molar extinction 
coefficient is independent of solvent and therefore unaffected by aggregation, and remains 
unchanged within experimental error (30). 
Cel! culture. The cell line used was the EMT-6 murine mammary tumor line, main-
tained in Waymouth culture medium (Gibco, Burlington, Canada) supplemented with 15% 
fetal bovine serum (FBS), 1 % glutamine and 1 % pen-strep (Gibco). 
ZnPcS cell uptalœ. EMT-6 cells (1.5 x 105 cells per well) in 1 mL Waymouth's me-
dium were incubated in 24-multiwell plates (Falcon) ovemight at 37°C under 5% C02. 
The medium was removed; the monolayer rinsed twice with PBS and then overlaid with 
500 µLof 1 % FBS culture medium containing 1 µM of the ZnPcS. For the 24 h incuba-
tion period the medium was supplemented with 4% FBS to maintain cell viability. After 
the incubation period, the dye solution was removed; the cells were washed twice with 
PBS and than lysed with 500 µL of0.1 N NaOH. An aliquot (50 µL} was removed to de-
termine cellular protein according to the Bradford method (Bio-Rad Protein Assay) (31 ). 
DMF (450 µL) and PBS (100 µL) were added to the remaining cell lysate which was cen-
trifuged for 30 min at 4°C, 3500 rpm and dye concentration in the clear supematant was 
assayed by fluorescence spectroscopy (F-2000, Hitachi) O"ex = 608 nm, 5 nm band pass, 
Àem = 687 nm, 5 nm band pass). Standard curves were made using cell lysates treated as 
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above with known amounts of the appropriate ZnPcS added. The results are expressed as 
nmole of ZnPcS per mg of cellular protein. 
Membrane localization of ZnPcS. The cell suspension (1 x 105 cells/mL) was plated 
onto glass cover slips and incubated for 18-24 h at 37°C, 5% C02, to allow cell adhesion. 
The medium was removed; the attached cells were rinsed twice with PBS then overlaid 
with 1 mL of 1 % FBS culture medium containing 1 µM of the ZnPcS solution. After 1 or 
24 h at 37°C, the cells were washed twice with PBS to remove the non-bound dye and then 
twice more with low phosphate buffer (HBSS/HEPES). The cells were mounted for direct 
microscopie observation at 28°C. Fluorescence images were taken 10 min after labeling 
the cells with TMA-DPH (2 µM) in culture medium without phenol red. Cells were ex-
amined with a laser scanning confocal microscope coupled to an inverted microscope with 
a 60x differential interference contrast oil immersion objective lens (Nikon TE300 micro-
scope with a Bio-Rad Radiance 2000 confocal accessory, Hertfordshire, UK). Specimens 
were excited by argon 363 nm UV laser light and emitted fluorescence was filtered using a 
barrier filter ( 460/40 nm band pass or 598/40 nm). Optical sections were collected at 0.5-
µm intervals with a 2.2 mm pinhole aperture (i.e. a minimal opening in order to yield a 
maximal confocal component ). Digitized images of 512x512 pixels were obtained with a 
pixel size at 0.34 µm. Laser line intensity, photometric gain, PMT sitting, and filter at-
tenuation were kept constant throughout the experiments. 
P DT of EMT-6 cells. Cell cultures were trypsinated to give a cell density of 1.5x105 
cells/mL ofwhich 100 µL per well were plated in 96-multiwell plates and incubated over-
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night at 37°C under 5% C02• One column of wells did not receive cells to serve as a 
blank. Attached cells were rinsed twice with PBS and incubated with 50 µL of the sul-
fonated ZnPcS solution (1 µM) in 1 % FBS culture medium for 1 h or 24 h. One control 
column was filled with dye-free 1 % FBS culture medium. The cells were then rinsed 
twice with PBS, refed with 1 OO µL of 15 % FBS culture medium and exposed for varying 
time intervals to red light (10 mW cm-2 at 660-700 nm) delivered by two 500 W tung-
sten/halogen lamps fitted with a filter containing aqueous rhodamine B (O.D. 580 = 1.25) 
(20). Plates were incubated ovemight at 3 7°C under 5% C02• Cell survival was measured 
by a colorimetric method, using 3-( 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 
bromide (MTT) (Sigma). Eight replicates were used and experiments were repeated at 
least three times. The MTT assay was adapted from the method described by Tada et al. 
(32). A stock solution of MTT in PBS (0.5% w/v) was prepared and kept at 4°C in the 
dark. The solution was diluted 5-fold in 15% FBS Waymouth and 50 µL was added to 
each well. A:fter a 4 h incubation (37°C, 5% C02), 100 µL sodium dodecyl sulfate (10% 
in 0.01 N HCl) was added to the wells to stop MTT reduction and to dissolve the blue 
formazan crystals produced by mitochondrial hydrogenases in living cells. A:fter a 24 h 
incubation, the optical densities at 570 nm were read on a microplate reader (Molecular 
Devices, Thermomax). The cell survival curves were plotted as a function of light dose 
and LD90 values were calculated. 
Effect of PDT on TMA-DPH cell membrane uptake kinetics. Cell cultures were tryp-
sinated and diluted to 1.5x105 cells/mL of which 100 µL per well were plated in 96-
multiwell plates and incubated ovemight at 37°C under 5% C02• One column ofwells did 
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not receive cells to serve as a blanlc. Attached cells were rinsed twice with PBS and incu-
bated with 50 µL of various ZnPcS (1 µM) in 1 % FBS culture medium for 1 h or 24 h. 
One control column was filled with dye-free 1 % FBS culture medium The cells were 
then rinsed twice with PBS, refed with 50 µLof culture medium without FBS and phenol 
red, and exposed for 0 min (control) or 5 min to red light (10 mW cm-2 at 660-700 nm). 
Plates were incubated for 1 hour at 3 7°C under 5% C02. After incubation, the 96-
multiwell plates were introduced in the microplate reader (BIO-TEK Instruments Inc., 
Winooski, VT) at 37°C, 50 µl ofTMA-DPH (2 µM) in culture medium without FBS was 
added to each well and fluorescence intensities were measured over a period of 60 min, 
using a 20 watt tungsten quartz halogen bulb, an excitation light filter at 340/30 nm and an 
emission filter at 460/40 nm. The temperature was maintained at 37°C during the entire 
analysis. Eight replicates were used for each different experimental condition. The data 
were analyzed with KC4 software from Bio-Tek. To estimate the amount of TMA-DPH 
intemalized in the membrane leaflets at the end of the incubation period, cells were 
washed six times (10 sec each) to remove the peripheral TMA-DPH followed by fluores-
cence measurements, as described above. 
Effect of PDT on membrane permeability. Membrane permeability and apoptosis 
were measured using an apoptosis detection kit. A cell suspension (1 x 105 cells/mL) was 
placed on glass cover slips and incubated for 18-24 h at 37°C, 5% C02 to allow for cell 
adhesion. The medium was removed; the attached cells were rinsed twice with PBS and 
then overlaid with 1 mL of 1 % FBS culture medium containing 1 µM of various ZnPcS 
solutions. After 1or24 h at 37°C, the cells were washed twice with PBS to remove excess 
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dye. The cells were refed with 1 mL of 15 % FBS culture medium and exposed to red 
light at the fluence (J cm-2) required for 50% cell survival. Plates were incubated 4 h at 
37°C under 5% C02, and thereafter the medium was removed. The cells were washed 
twice with PBS and two more times with low phosphate buffer (HBSS/HEPES), incubated 
at 3 7°C under 5% C02 with biotinylated annexin-V ( 1 mL; component A of apoptosis as-
say kit V23200, diluted 667 times; Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON, Canada) for 
20 min, washed twice with HBSS/HEPES and incubated 30 min with Alexa-fluor 350 
streptavidin (3 µg; component B of kit V23200). Cells were washed twice with 
HBSS/HEPES, incubated for 5 min with propidium iodide (3 µg; component C of kit 
V23200), washed twice PBS, blotted with absorbent paper and examined under a fluores-
cence microscope (Axioscop 2, Zeiss) fitted with two sets of filters O•ex· = 365 nm, Àem· = 
420 nm and À.ex· = 560140 nm, Àem· = 630160 nm) (Chroma Technology Corp.). Alexa-
fluor 350 streptavidin (apoptosis) is detected by its blue fluorescence and propidium io-
dide (loss of membrane permeability) by its red fluorescence. Photomicrographs were 
obtained using a digital camera (Empix Imaging). 
Statistical analysis. Statistical computations were performed using GraphPad 
Prism, version 4.0 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA). The mean value for the each 
assay was compared using one way analysis of variance (ANOV A). A probability value 
of p = 0.05 or less was considered statistically significant. Kinetic analysis and curves 
fitting were performed by Graph Pad Prism software with and without reduction of back-
ground. 
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RESULTS 
ZnPcS3Cn and TMA-PDH cell membrane co-localization 
In order to determine the EMT-6 cell membrane uptake and distribution kinetics of 
our ZnPcS3Cn, we followed both ZnPcS and TMA-DPH internalization by fluorescence 
microscopy. Figure IIl.1 shows the co-localization of TMA-DPH and different ZnPcS3Cn 
(1 µM) after 1 h (Panel A) and 24 h (Panel B) incubations. The presence of the ZnPcS is 
evident from their red fluorescence while TMA-DPH is detected by its green fluorescence. 
Co-localization results in the development of a yellow to orange color. The top row of 
each figure shows the internalization of the TMA-DPH endocytic marker alone as a func-
tion of incubation time (20 sec, 5 min and 10 min). Within 20 sec, peripheral labeling is 
evident while complete membrane internalization of the probe requires approximately 10 
mm. No dye uptake by the cell nucleus is noted. 
After 1 h incubation all ZnPcS, with the exception of the hydrophilic ZnPcS3, co-
localize with the endocytotic marker indicating their presence in the peripheral and inter-
nai membranes (Fig. III. lA). The pattern of co-localization varies with the hydrophobicity 
of the ZnPcS3Cn; the latter being directly related to the length of the alkynyl side chain 
attached to the ZnPcS (13). In the case of the ZnPcS3C9 and ZnPcS3C16 we notice a 
granular, discontinuous staining while in the case of the ZnPcS3C6 and ZnPcS2 a more 
diffuse localization pattern is evident. After this short incubation period, ZnPcS3 and 
ZnPcS3C16 reduce the internalization rate of the TMA-DPH such that after 10 min incuba-
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Figure 111.1 A: Intemalization ofTMA-DPH by EMT-6 cells. Adhered EMT-6 cells on 
glass cover slips were incubated 1 h with a series of ZnPcS. After removing the dye, the 
cells were stained with TMA-DPH (1 µM) and fluorescent images were taken after 20 
sec (column A), 5 min (column B) and 10 min (column C). Ali confocal microscopy 
parameters were kept constant throughout the experiment. For each row, the fluores-
cence images depict the same area on the slide. Co-localization of TMA-DPH and 
ZnPcS results in a yellow color. Two last columns show the ZnPcS atone (column D) 
and TMA-DPH alone (column E) after a 10 min incubation. 
In contrast, following 24 h incubation, less co-localization with TMA-DPH is ob-
served for ail ZnPcS studied; 20 sec after addition of the probe only small, random dis-
persed co-localization spots are visible (Fig. 111.IB). Only the ZnPcS2 is visible inside the 
membrane leaflet while none of the other ZnPcS3Cn co-localize with the probe. Thus, 
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Figure 111.1 B: Internalization ofTMA-DPH by EMT-6 cells. Adhered EMT-6 cells on 
glass cover slips were incubated 24 h with a series of ZnPcS. After removing the dye, 
the cells were stained with TMA-DPH (1 µM) and fluorescent images were taken after 
20 sec (column A), 5 min (column B) and 10 min (column C). All confocal microscopy 
parameters were kept constant throughout the experiment. For each row, the fluores-
cence images depict the same area on the slide. Co-localization of TMA-DPH and 
ZnPcS results in a yellow color. Two last columns show the ZnPcS alone ( column D) 
and TMA-DPH alone (column E) after IO min incubation. 
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TMA-DPH internalization kinetics 
To evaluate PDT-induced photodamage at the cell membrane level, EMT-6 cell 
permeability was assessed from the TMA-DPH membrane uptake kinetics. Initial uptake 
rates were determined from the fluorescence intensity (FI) values measured before and 
after PDT, following 1-h or 24-h incubation periods with the ZnPcS (Fig. III.2 and III.3). 
No dark toxicity was observed with any of the ZnPcS (<100 µM) under these experimental 
conditions. 
Fig. III.2 shows the TMA-DPH total cell uptake curves following ZnPcS incubation 
times of 1-h (A) and 24-h (B). The left graphs present TMA-PDH uptake before PDT, the 
right graphs after PDT. After the ZnPcS incubation and prior to PDT, all cell uptake pro-
gresses linearly. The presence of the different ZnPcS does not modify significantly the 
TMA-DPH uptake kinetics. After PDT, following a 1 h incubation with ZnPcS2 or 
ZnPcS3C9, the TMA-DPH uptake curves change to a tri-phase pattern, of which the first 
phase is very rapid followed by a slower phase that eventually attains a plateau while the 
remaining ZnPcS induce a linear increase in the cellular probe concentration (Fig. III.2 A, 
right plot). After an extended incubation (24 h) with ZnPcS, the three-phase TMA-DPH 
uptake curves and initial uptake rates are similar for all ZnPcS tested (Fig. IIl.2 B, right 
plot). It is evident from these graphs that PDT of EMT-6 cells, depending on the type of 
ZnPcS3Cn used, significantly affects cell membrane function. 
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A : 1 h incubation with ZnPcS 
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Figure 111.2: TMA-DPH relative fluorescence intensity in EMT-6 cells a:fter 1 h (A) or 
24 h incubation (B) with ZnPcS2 (-•-), ZnPcS3 (-•-), ZnPcS3C2 (-o-), ZnPcS3C6 (-à-), 
ZnPcS3C9 (- T-), ZnPcS3C12 (- 0-) and ZnPcS3C16 (- o-) as a function oftime. Points 
represent the mean of 8 replicates and curves were fitted using Graph Prism software. 
The left plots show data before PDT, the right after PDT (3 J cm-2; 100 mW cm-2). 
Fig. III.3 represents TMA-DPH membrane uptake only, i.e. after washing the cells 
to remove peripheral TMA-DPH. PDT after a 1-h incubation with the amphiphilic 
ZnPcS2, ZnPcS3C6, ZnPcS3C9 or ZnPcS3C12 augments the initial probe uptake rates as well 
as the maximum uptake values (Fig. III.3A, right plot). Three-phase uptake curves are 
obtained featuring an initial rapid phase (5-10 min) followed by a slower linear increase, 
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finally attaining a maximum probe concentration after 10-20 min. In contrast, ZnPcS3-, 
ZnPcS3C2- or ZnPcS3C16-PDT does not affect the probe uptake pattern (Fig. 3A, right 
plot). PDT after 24 h incubation with the ZnPcS results in a slower initial TMA-DPH 
uptake rate as compared to that observed after lh incubation; ZnPcS3C16-PDT now also 
provokes a significant increase in TMA-DPH uptake (Fig. III.3B, right plot). The rates 
and the maximal probe concentrations attained vary with the hydrophobicity of the PS but 
differences are less pronounced as compared to those observed after the 1-h incubation 
period. 
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Figure 111.3: TMA-DPH relative fluorescence intensity in EMT-6 cells after 1 h (A) or 
24 h incubations (B) with ZnPcS2 (-•-), ZnPcS3 (-•-), ZnPcS3C2 (-o-), ZnPcS3C6 {-.à-
), ZnPcS3C9 (-~ -), ZnPcS3C12 {- 0-) and ZnPcS3C16 (- o-) as a function oftime. Points 
represent the mean of 8 replicates and curves were fitted using Graph Prism software. 
The left plots show data before PDT, the right after POT (3 J cm-2; 100 mW cm-2). 
Table III.1 summarizes ZnPcS cell uptake, cell phototoxicity ( exprimed as cells 
killed/photon absorbed) and the TMA-DPH membrane uptake rates (measure of mem-
brane permeability), after 1 h and 24 h incubation periods with 1 µM of the various 
ZnPcS. Table III.1 also lists the reversed-phase HPLC retention times, which have previ-
ously been shown to correlate well with the octanol/water partition coefficient and thus 
can be viewed as a measure of the relative hydrophobicity of the ZnPcS (13). 
Table 111. l: Effect of ZnPcS structural modifications on EMT-6 cell uptake, photo-
toxity and membrane permeability after PDT 
1 b incubation 24 b incubation 
IR(a) ZnPcS Ce lis TMA-DPH ZnPcS Ce lis TMA-DPH 
ZnPcS 
(min) Relative values (% f > Relative values (% f > 
ZnPcS2 25.5 4.8±1.7 57.8 82.7 ± 0.1 50.8±0.8 69.1 52.0± 0.6 
ZnPcS3 22.4 2.3 ± 0.7 10.0 10.2 ± 0.1 28.3 ± 1.1 68.4 9.7 ± 0.1 
ZnPcS3C2 23.4 2.5 ± 0.3 24.5 8.6±0.9 55.3 ± 1.7 72.0 8.0 ± 0.1 
ZnPcS3C6 27.2 14.8± 1.6 67.1 45.3± 2.0 73.6 ± 2.3 69.8 30.9± 0.3 
ZnPcS3C9 28.8 18.7 ± 0.9 72.7 74.3±1.7 84.9±3.9 71.4 60.7 ±0.8 
ZnPcS3C12 29.9 10.8±0.5 63.1 64.1±0.1 48.8 ±2.3 69.4 52.8 ±0.7 
ZnPcS3C16 31.3 2.3 ± 0.7 0.1 7.1±0.1 46.3 ±3.5 64.9 29.8±0.4 
(a) Retention time (tR) on a C-18 reversed-phase HPLC column. (b) ZnPcS (1 µM) cell up-
take (±SEM) after 1 h or 24 h incubation. <c> The phototoxicity/photoefficiency was calcu-
lated based on cell uptake of each ZnPcS and the cell killing after S min of illumination 
LD90 and expressed as killed cells/photon absorbed with ZnPcS (1 µM) for 1 h or 24 h. (dl 
Membrane permeability after PDT expressed as initial TMA-DPH intemalization rate, 
measured from the fluorescence intensity (~FI±SEM) as a function oftime. <e>To facilitate 
detection of potential structure-activity relationships, in vitro parameters of this table are 
expressed as % of their maximal values and plotted as a function of the HPLC retention 
times (Fig. III.SA and III.SB) 
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Effect of PDT on membrane permeability 
To visualize plasma membrane damage after PDT we exposed cells for 5 min to the 
red-fluorescent propidium iodide (Pl) dye that is part of the Vybrant® Apoptosis Assay 
Kit (Molecular Probes). This kit also contains a blue-fluorescent streptavidin that conju-
gates strongly with biotinylated anx V, which detects exposed PSer, i.e. the molecular 
marker on apoptotic cells. Slow PI uptake distinguishes viable and apoptotic :from necrotic 
cells based on the integrity of the plasma membrane. Fig. III.4 depicts a series of repre-
sentative images obtained after PDT with the various ZnPcS, revealing significant differ-
ences in plasma membrane damage. 
Thus PDT, after a 1 h incubation with ZnPcS2 (e), ZnPcS3C6 (d), -C9 (f) or -C12 (g) 
induces both membrane permeability (red fluorescence) and apoptosis (blue fluorescence), 
while ZnPcS3 (b), ZnPcS3C2 (c) and -C16 (h) induce apoptosis only, without detectable loss 
of membrane integrity. Control cells do not show either red or blue fluorescence confrrm-
ing membrane integrity. After a 24 h incubation with the ZnPcS all cells showed exten-
sive plasma membrane damage as evidenced by uptake of both fluorescence probes. 
These observations are in accord with the TMA-DPH cell membrane uptake kinetics, 
where the most active ZnPcS in the series show a strong increase in TMA-DPH uptake 
rates after similar PDT treatment (Fig. III.3). 
113 
Chapitre III : Deuxième article 
A B 
Figure 111.4: Detection of apoptosis and membrane permeability in EMT-6 cells. Ad-
hered EMT-6 cells on glass cover slips were incubated 1 h (A) and 24 h (B) with a series 
of ZnPcS. After and before POT, the apoptotic cells were stained with biotinylated anx 
V, and Alexa Fluor 350 SAv was added to label bound anxV (blue fluorescence). 
Propidium iodide (PI) was subsequently added to detect membrane permeability (red 
fluorescence). Control (a), ZnPcS3 (b), ZnPcS3C2 (c), ZnPcS3C6 (d), ZnPcS2 (e), 
ZnPcS3C9 (f), ZnPcS3C12 (g), and ZnPcS3C16 (h). 
DISCUSSION 
We previously showed that the photodynamic potential of a series of ZnPcS3Cn fol-
lows a parabolic relationship with an increase in hydrophobicity such that amphiphilic 
derivatives featuring a short, lipophilic side chain (n=6-9) are the most phototoxic. Re-
moving the side chain (n=O) or shortening its length to an alkynyl group only (n=2) gave a 
more hydrophilic, less phototoxic drug, while extending the side chain (n=l2-16) gave a 
more hydrophobie, but likewise less phototoxic drug. Thus an inverse parabolic relation-
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ship was observed between hydrophobicity and cell uptake. The most active derivatives, 
i.e. ZnPcS3C6 and ZnPcS3C9, mainly localize in the mitochondria and Golgi apparatus 
suggesting that the overall phototoxicity of the drugs largely depends on their capacity to 
cross the cell membrane and to localize at photo-sensitive organelles within the cells. 
However, in view of the large differences in structure-activity relationships after the 1-h 
versus the 24-h incubation periods, we concluded that other factors such as cell uptake 
kinetics and changes in permeability of the various membrane structures, may contribute 
to the overall cellular phototoxicity of the ZnPcS. 
In this study we address the role of the plasma membrane in the photodynamic re-
sponse as it relates to drug uptake, PDT-induced plasma membrane damage and hydro-
phobicity of the PS. It has been demonstrated that plasma membrane damage causes vary-
ing degrees of depletion ofintracellular ATP, inducing both necrosis and apoptosis result-
ing in rapid cell death (23,33,34). Previous studies using fluorescence microscopy with 
TMA-DPH and different PS such as etiopurpurin, photofrin, merocyanine 540 and den-
drimer porphyrins have indicated that the membrane constitutes a major target for PDT 
(21,35,36). 
Plasma membrane uptake of the red-fluorescing ZnPcS can be evaluated qualita-
tively by co-localization with the green-fluorescing TMA-DPH tracker dye. Although 
variations in co-localization as a function of the ZnPcS hydrophobicity are evident (Fig. 
111. l ), such data are difficult to quantify in order to arrive at structure-activity relation-
ships. The propidium iodide staining assays confirm that the more amphiphilic ZnPcS are 
the most phototoxic and capable of rapidly inducing plasma membrane damage (Fig. 
III.4). To quantify PDT-induced plasma membrane damage we used the TMA-DPH 
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plasma membrane uptake rate as a parameter (Fig. 111.2 and IIl.3). In view of the very 
short action range of cytotoxic singlet oxygen generated during PDT we may assume that 
any increase in the TMA-DPH uptake rate after PDT correlates both with plasma mem-
brane damage and ZnPcS internalization. Initial TMA-PDH uptake rates derived from the 
uptake curves can now be correlated with overall phototoxicity and physical-chemical 
parameters (HPLC retention times) to investigate possible quantitative structure-activity 
relationships {Table 111. l ). To facilitate detection of potential structure-activity relation-
ships, in vitro parameters are expressed as % of their maximal values and plotted as a 
function of the HPLC retention times (Fig. 111.5A and 1l1.5B). 
A 100 
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Figure 111.S: EMT-6 cell phototoxicity after PDT, TMA-DPH uptake rate after PDT and 
ZnPcS cell uptake before PDT, after 1 h (A) and 24 h (B) incubation periods with a se-
ries of ZnPcS as a function of relative hydrophobicity (HPLC retention time). Values 
are taken from Table 111.1 and standardized as % of the highest value of each parameter 
observed for both incubation times. 
The histograms show a clear structure-activity relationship between ZnPcS hydro-
phobicity (tR), ZnPcS cell uptake, phototoxicity and PDT-induced membrane permeability 
(i.e. the initial TMA-DPH membrane uptake rate). In particular, for the 1-h incubation 
period overall phototoxicity correlates more closely with the TMA-DPH uptake rate than 
with total ZnPcS cell uptake, suggesting a major role of plasma membrane damage in the 
overall PDT effect (Fig. Ill.SA). After a 24-h incubation period, we observe an increase in 
cell uptake of all ZnPcS that correlates well with their increased overall phototoxicity, 
suggesting a shift in the photo-damage from the membrane to intracellular targets (Fig. 
III.SB). The significant increase in ZnPcS3C6/C9 cell uptake after a 24 h incubation is not 
paralleled by a proportional increase in phototoxicity, suggesting that their intemalization 
does not contribute to the augmented phototoxicity. Consequently membrane localization 
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and subsequent damage induced by these amphiphilic PS is a major factor in exerting their 
overall photodynamic activity. Our findings are in agreement with a recent report by 
Fabris et al. (34) indicating that the outcome of in vitro photosensitization with non-
substituted ZnPc could be modulated from a necrotic (plasma membrane damage) to an 
apoptotic ( intracellular damage) response pathway by shortening the incubation period. 
CONCLUSION 
Co-localization of the fluorescence membrane probe TMA-DPH and a series of sub-
stituted trisulfonated ZnPcS3Cn revealed a relationship between the hydrophobicity of the 
PS and the tendency to localize in the plasma membrane. After short incubation times and 
the illumination with red light, amphiphilic ZnPcS target cellular plasma membrane struc-
tures, triggering extensive plasma membrane damage and cell death via necrosis while the 
most hydrophilic and hydrophobie virtually have no significant effect. After longer incu-
bation times all ZnPcS migrate to the intracellular compartment, which upon light expo-
sure induces cell death mainly via an apoptotic pathway. Thus our data demonstrate that 
PDT induced cell death can be modulated both by the choice of PS and timing between 
drug and light application. These findings expand on our previously reported activity rela-
tionships of the same series of ZnPcS where we showed that amphiphilic properties play a 
key role in promoting cell uptake and photocytotoxicity. Our data confirm that introduc-
ing a lipophilic C6-C9 alkynyl chain to a trisulfonated ZnPc macrocycle greatly augments 
its potential as a PS for PDT. 
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IV TROISIÈME ARTICLE 
PET Imaging of Apoptosis with 64Cu-Labelled Streptavidin following Pretargeting 
of Phosphatidylserine with Biotinylated Annexin-V. N. Cauchon, R. Langlois, J. A. 
Rousseau, G. Tessier, J. Cadorette, R. Lecomte, D. J. Hunting, R. A. Pavan, S. K. Zeisler, 
J. E. van Lier, (2006). Accepté dans European journal of nuclear medicine and molecular 
imaging. 
IV.1 Buts 
L'objectif du troisième article était de synthétiser un dérivé radioactif combinant 
l'annexine-V et un isotope du cuivre et de développer une méthode indirecte non invasive 
et flexible pour la détection de l'apoptose par TEP. 
IV.2 Hypothèses 
a) La détection in vivo de l'apoptose sera effectuée par un dérivé radioactif de l'an-
nexine-V en raison de sa grande affinité pour la Pser, un trait caractéristique du dé-
but de la phase exécutrice de l'apoptose qui persiste jusqu'à la dégradation finale de 
la cellule. 
b) Le cuivre-64 (t112 =12,7 h) est un émetteur de positrons produit dans un cyclotron 
médical et facilement incorporé dans une protéine grâce à un agent chélateur. 
c) La présence de macromolécules directement marquées dans le sang résulte d'un bruit 
de fond radioactif élevé et limite la sensibilité et la spécificité de la détection. Pour 
réduire le bruit de fond, notre stratégie se base sur le concept de pré-ciblage et l'in-
corporation d'une étape de nettoyage entre le ciblage et la détection. 
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Abstract. In vivo detection of apoptosis is a diagnostic tool with potential clinical appli-
cations in cardiology and oncology. Radiolabeled annexin-V (anxV) is an ideal probe for 
in vivo apoptosis detection due to its strong affmity for phosphatidylserine (PS), the mo-
lecular flag on the surface of apoptotic cells. Most clinical studies to visualize apoptosis 
have used 99mTc-anxV, however its poor distribution profile often compromises image 
quality. Here, tumor apoptosis after therapy is visualized by positron emission tomogra-
phy (PET) using 64Cu-labeled streptavidin (SAv), following pre-targeting of apoptotic 
cells with biotinylated anxV. Methods: Apoptosis was induced in tumor-bearing mice by 
photodynamic therapy (PDT) using phthalocyanine dyes as photosensitizers, and red light. 
After PDT, mice were injected i.v. with biotinylated anxV, followed 2 h later by an 
avidin-chase, and after another 2 h with 64Cu-DOTA-biotin-SAv. PET images were sub-
sequently recorded up to 13 h after PDT. Results: PET images delineate apoptosis in 
treated tumors as early as 30 min after 64Cu-DOTA-biotin-SAv administration with tu-
mor-to-background ratios reaching a maximum at 3 h post-injection, i.e. 7 h post-PDT. 
Omitting the administration of biotinylated anxV or the avidin-chase failed to provide a 
clear PET image, confirming that all three steps are essential for adequate visualization of 
apoptosis. Furthermore, differences in action mechanisrns between photosensitizers that 
target tumor cells directly or via initial vascular stasis were clearly recognized by differ-
ences in tracer uptake patterns detecting early or delayed apoptosis. Conclusion: This 
study demonstrates the e:fficacy of a three-step 64Cu-pretargeting procedure for PET imag-
ing of apoptosis. Our data also confirm the usefulness of small animal PET to evaluate 
cancer treatment protocols. 
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Introduction 
The ability to visualize and quantify apoptosis [1] has many critical clinical applica-
tions in the early detection of organ transplant rejection, the assessment of myocardial 
damage, as well as the management of cancer therapy and a range of degenerative dis-
eases [2, 3]. Apoptosis is initiated by externalization of phosphatidylserine (PS), which 
persists until the final degradation of the cell. Annexin-V (anxV), a human protein (35.8 
kD), binds specifically with nanomolar affmity (:Ki= 7 nM) to membrane-bound, exter-
nalized PS. Radiolabeled anxV has been studied extensively for the detection of apoptosis 
both in animals and humans; most clinical experience has been gained with a 99mrc-
labeled anxV complex modified with a hydrazine-nicotinamide ligand (99mTc-Hinyc-
anxV) [4]. Various attempts to improve the pharmacokinetics of 99mTc-labeled anxV have 
been put forth, including the use of different linkers (e.g. imino-mercaptobutyl, BATP) or 
genetically modified anxV [2-11]. Longer lived ll 1In-DTPA-PEG-anxV tracers for 
SPECT [12] and short lived 18F-radiolabeled anxV for PET imaging have also been stud-
ied in animal models [13]. To date, 99mTc-Hinyc-anxV is believed to be the most promis-
ing tracer for apoptosis imaging and its commercial availability has allowed this radio-
pharmaceutical to enter phase II/III trials in patients. It is however generally considered 
that routine clinical application will require a tracer with an improved biodistribution pro-
file resulting in better image contrast [2, 3]. 
An indirect procedure to transport a radiotracer to target tissues with improved se-
lectivity capitalizes on the extremely high affinity (:Ki = fM) of avidin and streptavidin 
(SAv) for biotin [14, 15]. The procedure involves pretargeting macromolecular probes 
with a biotin- or SAv-modified vector followed by administration of the radiotracer as a 
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SA v or biotin complex. This approach has been used successfully in flow cytometry for 
adherent cells [16] and histochemistry [17, 18] to detect apoptosis and also for tumor im-
aging and radioimmunotherapy [19-22]. Target-to-radioactivity background ratios can be 
further improved by injecting a molecular-chase prior to administration of the radiotracer 
to remove residual vector from the bloodstream [23]. 
Here we apply this three-step protocol to imaging apoptosis induced by photody-
namic therapy (PDT) in an experimental animal tumor model [24]. This model is well 
established and uses a photosensitizer and visible light to generate reactive oxygen species 
(ROS) in situ, particularly cytotoxic singlet oxygen, resulting in apoptosis and tumor re-
gression [25, 26]. The availability of photosensitizers with different tissue and cellular 
distribution patterns allows for modulation of the tumor apoptotic or necrotic response. In 
the present study we selected two adjacently substituted disulfonated phthalocyanines 
(A1PcS2 and ZnPcS2) as photosensitizers. ZnPcS2 has been shown to act directly on the 
tumor cells causing rapid and extensive damage within the illuminated area. Its effect on 
the vasculature is mild and limited to an increase in blood vessel permeability [27]. In 
contrast, A1PcS2-PDT induces both a direct cellular effect and a significant reduction of 
blood flow [28]. 
In this study apoptotic cells are first pretargeted with commercially available 
biotinylated anxV. This is followed by an avidin-chase to eliminate free biotinylated 
products. Subsequent administration of 64Cu-labeled SAv then allows apoptotic tissues to 
be imaged by positron emission tomography (PET). In parallel to the animal PET studies, 
apoptosis was confirmed by conventional in vitro and in vivo staining procedures as well 
as ex vivo radioactivity counting of selected tissue samples. 
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Materials and methods 
AU solutions were prepared with ultra pure water (>18.0 Mn-cm resistivity). Unless oth-
erwise stated, all chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd (Oakville, 
ON, Canada), except for avidin, biotinylated anxV and SAv (Invitrogen Canada Inc., Bur-
lington, ON, Canada). 64Cu yields, prepared on site at the Sherbrooke Molecular Imaging 
Centre, were measured with a CRC-35R dose calibrator (Capintec, Ramsey, NJ). Radio-
active tissue samples were counted in a Wallac model 1282 universal y-counter. Balb/c 
mice were obtained from Charles River Breeding Laboratories (Montreal, QC, Canada). 
Protein concentrations were measured by the Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad, Her-
cules, CA). To validate the labeling efficiency of SAv, SDS-PAGE was performed on a 
Mini protean 3 and POWER PAC 1000 (Bio-Rad, Hercules, CA). Electrophoresis was 
performed by one dimensional 10% SDS-PAGE according to the method ofLaemnli [29]. 
Laemnli sample buffer (4 µL) was added to each sample (20 µL) and the mixtures were 
heated at 95°C for 5 min. A:fter chilling the samples were loaded on the gel and electro-
phoresis was performed under constant voltage (200 V) and stopped when the migration 
line reached 2/3 of gel length in order to retain the low molecular weight protein. Preci-
sion Protein Standard (#161-0318, Bio-Rad, Hercules, CA) was used as reference mate-
rial. A:fter electrophoresis, gels were stained by Coomassie blue and the radioactivity was 
detected on an Instant Imager (Packard, A2024 Imager, Downers Grove, IL). 
Photosensitizers, i.e. the adjacently disulfonated Zn(II) and Al(III) phthalocyanines 
(ZnPcS2 and AlPcS2), were prepared as previously described [30]. The dyes (-10 mg) 
were dissolved in 1 % PBS (3 mL), sonicated for a few minutes and filtered over a 0.22 
µm filter (Millipore) under sterile condition. The final concentration of the dyes was ad-
130 
Chapitre IV : Troisième article 
justed with 1 % PBS to 100 µM after determining the concentration by UV-vis spectros-
copy of a 50-fold diluted sample in methanol (€=250,000 M-1cm-1 at À.max=680 nm). 
Preparation of64Cu-DOTA-biotin-SAv (Fig. 1) 
The radio-copper ion is readily incorporated into biomolecules modified with 
DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N',N'',N'"-tetraacetic acid) as a chelator [31]. 
Labeling of SAv with 64Cu involves coupling DOT A to biotin, followed by chelating with 
64Cu and loading of the 64Cu-DOTA-biotin complex onto an excess of SAv to yield a sta-
ble 64Cu-DOT A-biotin-SAv conjugate. Based on the theoretical binding affmity of SA v 
for biotin (i.e. 14 U/mg SAv, where 1 U binds 1 µg ofbiotin), 2 mg ofSAv requires 28 µg 
(114.6 nmoles) ofbiotin for saturation. Therefore, to assure that sufficient biotin binding 
sites remained available, SAv was loaded with seven-fold less biotin-DOTA than required 
for complete saturation. The presence of at least three free biotin-binding sites on the 
partly substituted SAv tetramer ensures that sufficient binding sites remain available to 
bind biotinylated anxV under physiological conditions. The latter was confirmed in vitro 
and ex vivo, using a commercially available fluorescent SAv derivative as reference [32]. 
Copper-64 (t112=12.7 h) was prepared on a TR-19 cyclotron (Advanced Cyclotron 
Systems, Richmond, BC, Canada) by the reaction 6"Ni(p,n)64Cu using an enriched 64Ni 
target electroplated on a solid rhodium dise (22 mm diameter, 1 mm thickness) [33]. 6"Ni 
was purchased from Isoflex (San Francisco, CA). 64CuCh was recovered from the target 
material following the procedure ofMcCarthy et al. [34] and converted to 64Cu-acetate by 
dissolving the 64CuCh in 1 mL ammonium acetate (0.1 M; pH 5.5), followed by evapora-
tion to dryness. 
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Figure IV.1 Three-step synthesis of 64Cu-DOTA-biotin-SAv. 
Biotinamidopentylamine-DOTA (DOTA-biotin) was prepared by reacting 5-
(biotinamido)pentylamine (15.8 mg, 48.1 µmole) (Pierce, Rockford, IL) in 50 µLof so-
dium bicarbonate (0.2 M; pH 8.5) with DOTA-NHS-ester (48 mg, 95.3 µmole) (Macro-
cyclics, Dallas, TX) [35]. A MALDI-MS (TOF Spec 2E, Micromass, Waters) of the 
complex gave the expected [M+H] ion at mlz 715.3812. 
DOT A-biotin was labeled with 64Cu using a modified published procedure [36]. 
Briefly, 64Cu-acetate (925 MBq) in 383 µLof ammonium acetate buffer (AAc; 0.1 M; pH 
5.5) was added to 100 µLof AAc containing 2,5-dihydroxybenzoic acid (10 mg/mL) and 
27 µLof AAc containing DOTA-biotin (40 µg, 0.05 µmole). After 1 h incubation at 
80°C, 20 µL of a 0.5 M solution of EDT A ( ethylenediaminetetraacetic acid) was added, 
the mixture was incubated 5 min at room temperature and then purified over a C-18 Sep-
Pak cartridge (Waters). Free 64Cu-acetate was eluted from the cartridge with 6 mL of 
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AAc, where after the 64Cu-DOTA-biotin complex (14.8 GBq/µmole) was eluted with 1 
mL of ethanol and evaporated to dryness. 
For the conjugation of 64Cu-DOTA-biotin with SAv we used a modified procedure based 
on that published by Molecular Probe (V-23200). Briefly, SAv (2 mg, 28 U) in 500 µL 
PBS (fortified with 2.7 mM KCL and 0.138 M NaCl) was added to 740 MBq of 64Cu-
DOT A-biotin ( corresponding to ~ 17 nmoles ofbiotin). The mixture was incubated for 1 h 
at 37 °C, concentrated to 100 µLon a lOK Nanosep® Centrifugal Device (VWR Interna-
tional), diluted with 200 µL of PBS and again concentrated to 1 OO µL. This procedure 
was repeated three times to remove unbound 64Cu-DOTA-biotin. The 64Cu-DOTA-biotin-
SAv conjugate was diluted in physiological saline and filtered over a 0.22 µm filter (Mil-
lipore) prior to administration to mi ce. 
Efficacy o/64Cu-DOTA-hiotin-SAv to detect PSer-bound hiotinylated anxV 
In vitro detection of apoptosis after P DT 
The efficacy of 64Cu-DOTA-biotin-SAv to bind to biotinylated anxV retained by PS 
on the extemal membrane of apoptotic cells was compared to that of a commercially 
available SA v-fluorescent probe. Apoptosis was induced by PDT in EMT-6 cells such as 
to induce about 50% cell death. EMT-6 murine mammary tumor cells were maintained in 
T75 flasks in a Waymouth medium culture (Gibco, Burlington, ON, Canada) supple-
mented with 15% fetal bovine serum (FBS), 1 % glutamine and 1 % pen-strep (Gibco) and 
kept at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% C02. Cells (lxl05 cells/mL) 
were plated on glass cover slips and incubated for 18-24 h at 37°C, 5% C02 to allow for 
cell adhesion and growth. The medium was then removed; the cells were rinsed twice 
with PBS and overlaid with 1 mL of photosensitizer (10 µM) in culture medium supple-
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mented with 1 % FBS. After 3 h at 37°C, the dye solution was removed and the cells were 
washed twice with PBS, refed with 1 mL ofWaymouth 15% FBS and exposed for vary-
ing time intervals to red light ( 10 m W cm-2 at À = 660-700 nm). Plates were incubated 4 h 
at 37°C under 5% C02 to allow for expression of apoptosis where after the medium was 
removed. Cells were then washed twice with PBS, twice with low phosphate buffer 
(HBSS/HEPES) and incubated 1 h with biotinylated anxV (150 ng). Cells were again 
washed twice with HBSS/HEPES to remove free biotinylated anxV and incubated 1 h 
with Alexa fluor 350 SAv (300 ng) or 64Cu-DOTA-biotin-SAv (3.7 MBq). Finally the dye 
or radioactive solution was removed, the cells were washed twice with PBS and fluores-
cence was observed without counter stain with a fluorescent microscope (Axioscop 2, 
Zeiss) equipped with band pass filters (Àex = 480/30 nm; Àem = 535/40 nm or Àex = 560140 
nm; Àem = 630/60 nm; Chroma Technology Corp.). Photomicrographs were obtained using 
a digital camera and enhanced with SPOT software. Radioactivity was visualized with an 
Instant Imager (Packard). Apoptosis after PDT of the EMT-6 cells was confirmed by the 
detection ofDNA fragmentation accordingly to the procedure described by Bissonnette et 
al. [37]. 
Ex vivo detection of apoptosis after in vivo P DT 
The animal experiments were conducted in female BALB/c mice (17-20 g, Charles River 
Breeding Laboratories, Montreal, QC, Canada), in accordance with the recommendations 
of the Canadian Council on Animal Care and the in-house ethics committee for Animal 
Experiments. Before tumor implantation, hair on the hind legs and the backs was removed 
by shaving and epilating. The two tumors were implanted on the back of the animais by 
i.d. injection of2-3x105 EMT-6 cells suspended in 0.05 mL Waymouth's growth medium. 
One week after tumor inoculation, when tumor diameters reach 5-8 mm (2-3 mm thick), 
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animais received photosensitizer (1 µmol/kg, i.v.) followed 24 h later by diode laser-light 
treatment (D&W TEK, Newark, DE, USA) of one tumor (8-mm beam; /...=680 nm, 200 
mW/cm2 for a total fluence of 400 J/cm2). The other tumor was shielded from light expo-
sure and served as a control. Two animais from each group (ZnPcS2- and A1PcS2-PDT) 
were injected with biotinylated anxV (10 µg/kg) at different time intervals post-PDT and 
sacrificed 1 h later by cervical dislocation. Tumors were then excised, fixed in 10% buff-
ered formalin, embedded in paraffin and eut in 4 µm section with a microtome. The histo-
logical slides were processed in toluene and methanol to remove paraffin and stained with 
the Alexa Fluor 350 SAv (0.4 µg) or 64Cu-DOTA-biotin-SAv (9.25 MBq). Apoptosis was 
confirmed by the detection of DNA fragmentation in the homogenate of the frozen, ex-
cised tumors [37]. 
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Timing of the pretargeting and imaging steps 
Effect of delay time between P DT and administration of biotinylated anx V 
Cellular expression of PS evolves as a function oftime after PDT. Consequently op-
timal detection of apoptosis requires appropriate timing of the pretargeting step. The ef-
fect of the delay between PDT and the administration of biotinylated anxV was investi-
gated by injecting biotinylated anxV (10 µg/kg, i.v.) before PDT, imrnediately after PDT, 
and 1 and 3 hours post-PDT. After administration ofbiotinylated anxV, the avidin chase 
(0.5 mg/kg, i.p.) was performed 2 h later, followed after another 2 h by the 64Cu-tracer 
(7.4 MBq, via the lateral tail vein). The animais were euthanized 3 h later. Tumors were 
excised, washed with physiological saline, blotted dry and put in pre-weighted tubes for 
radioactivity counting. Tissue 64Cu-uptake was expressed as the percent of the injected 
dose per gram of tissue (%ID/g). 
Blood Clearance of64Cu-DOTA-biotin-SAv 
In addition to target uptake, the optimal time for image contrast after 64Cu-DOTA-
biotin-SAv administration depends on the background (i.e. blood) radioactivity level. 
Preferably, blood clearance should be at least >90%. From the above biotinylated anxV 
timing study the following protocol was selected. Immediately after PDT animais were 
injected (i.v.) with biotinylated anxV, followed 2 h later with the avidin-chase and after 
another 2 h with the 64Cu-tracer (3.7 MBq, or 0.185 MBq/g mouse). Three groups of four 
animais were used. The first group received no treatment (reference), the other two groups 
were treated either by ZnPcS2- or A1PcS2-PDT. Blood samples (100 µL) were collected 
by ophthalmic bleeding at different time periods post-injection of the 64Cu-tracer using 
heparinized Micro-Hematocrit Capillary tubes (Fisher Scientific). The samples were cen-
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trifuged for 3 min at 13, 700 g, the length of the plasma and blood cellular fraction was 
measured and the plasma and cellular fractions were counted separately after cutting the 
capillary at the junction between the two fractions. These values were subsequently used 
to calculate the 64Cu-concentration as %ID/g. 
Biodistribution of64 Cu-DOT A-biotin-SAv 
Based on the above studies, we selected an imaging protocol whereby the pretarget-
ing step follows immediately after PDT. This is followed 2 h later by the avidin-chase and 
after another 2 h by administration of the 64Cu-DOTA-biotin-SAv complex (7.4 MBq). 
Animais were euthanized 3 h after injection of the 64Cu-tracer, i.e. when blood radioactiv-
ity concentration had dropped <90%. Blood samples and various organs were collected as 
described above and counted for 64Cu to calculate the %ID/g. 
PET imaging of apoptosis 
For PET imaging of apoptosis the same pretargeting protocol was used as described 
for the biodistribution study with the exception that a 10-fold higher dose of 64Cu-DOTA-
biotin-SAv (37 MBq) was used. Who le body images of mice were acquired using a dedi-
cated small animal PET scanner [38, 39], starting immediately and up to 9 h after injec-
tion of the 64Cu-tracer (i.e. up to 13 h post-PDT). 
Statistical Analysis 
Statistical computations were performed using GraphPad Prism, version 4.0 
(GraphPad Software Inc. San Diago, CA). The standard deviation of the mean (SD) was 
used to estimate the spread of data around the mean. The mean %ID/g value for the dif-
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ferent organs was compared using one way analysis of variance (ANOV A) and a Tukey 
contrast test. A probability value of p = 0.05 or Jess was considered statistically signifi-
cant. 
Results 
Preparation of 64 Cu-DOTA-biotin-SAv 
64Cu-DOTA-biotin (spec. act. ~15 GBq/µmol) was prepared in >95% yield while 
conjugation with SAv to yield the 64Cu-DOTA-biotin-SAv conjugate (spec. act. ~11 
GBq/µmol) proceeded in >70% yield based on 64Cu content (Figure IV.l). The 64Cu-
DOTA-biotin complex was analyzed by normal phase HPLC confirming the absence of 5-
(biotinamido)-pentylamine (tR = 17.2 min) while only a single peak of the 64Cu-DOTA-
biotin complex was detected at 18.6 min. Both the 64Cu-DOT A-biotin and 64Cu-DOTA-
biotin-SA v complexes were analyzed by electrophoreses confirming the homogeneity of 
the samples (Fig. IV.2). Typically the overall radiolabeling process can be completed 
within 2 h. 
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Figure IV.2 SDS-PAGE analysis of 64Cu-DOTA-biotin and 64Cu-DOTA-
biotin-SAv. Following electrophoresis, proteins were visualized by Coomassie staining 
(A, left) and radioactivity was detected in an Instant Imager (B, center). The superim-
posed protein and radioactivity images are presented on the right (C). Lane a, molecular 
weight standards; Jane b, SAv; Jane c, 64Cu-DOTA-biotin; Jane d, 64Cu-DOTA-biotin-
SAv. 
Efficacy o/64Cu-DOTA-biotin-SAv to detect PSer-bound biotinylated anxV 
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In vitro detection of apoptosis after PDT 
Comparison of 64Cu-DOTA-biotin-SAv uptake by apoptotic cells to that of a 
commercially available SAv-fluorescent probe showed that the radioactive tracer mim-
icked the localization pattern of the fluorescent probe (Fig. IV.3, top image). Differ-
ences in the number of apoptotic cells after ZnPcS2- and AlPcS2-PDT are evident from 
the labeling intensities observed with either probe. Both probes show higher uptake after 
ZnPcS2-PDT as compared to AlPcS2-PDT, which is conform to the known higher pho-
tosensitizing efficacy of the former. Although the resolution with the Instant Imager (-1 
mm) is low as compared to fluorescence microscopy, a good correlation between the 
fluorescence and radioactivity distribution is observed. The induction of apoptosis after 
POT was confirmed by the characteristic DNA fragmentation in the extract of the 
treated cells (Fig. IV.4). 
Control ZnPcS, AIPcS. 
A 
B 
9,047 35,005 12,257 Cpm/mm• 
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A Reference Treated Reference Treated 
1 h 




B Reference 1 h 3h 24h 
AIPcS, ., .•. •• • • •• 16,856 34,418 43,466 16,141 
Cpm/mm' 
ZnPcS, •• -~ •• • • 16,331 57,363 47,718 16,028 
Cpm/ mm' 
Figure IV.3 Detection of apoptosis with fluorescent-SAv and 64Cu-DOTA-biotin-SAv. 
For in vitro detection, cells were grown on glass cover slips and treated by 
either AlPcS2- or ZnPcS2-PDT using LD5o conditions. Control cells did not 
receive PS or light. Four hours after PDT, the cells were incubated with 
biotinylated anxV for 1 h and then for another hour with Alexa Fluor 350 
SAv or 64Cu-DOTA-biotin-SAv. Indirect fluorescence was examined by 
fluorescence microscopy (a) and the radioactivity was scanned by an In-
stant Imager (b). The average number of counts per mm2 (n = 4) is listed 
on each scan. For the ex vivo detection of apoptosis after in vivo PDT, 
EMT-6 tumor-bearing animais were injected i.v. with biotinylated anxV at 
1, 3 and 24 h post-PDT and euthanized 1 h later. Tumors were excised, 
sliced and stained for 1 h (a) with Alexa Fluor 350 SAv and examined by 
fluorescence microscopy and (b) with 64Cu-DOT A-biotin-SA v and 
scanned by an Instant Imager. 
140 
Chapitre IV : Troisième article 
Figure IV.4 Fragmentation of DNA following PDT. Twenty-four (24) h after in vitro 
PDT (left image), DNA was extracted from the EMT-6 cells, submitted to 
electrophoresis on a 2.0% agarose gel to separate characteristic fragments, 
treated with propidium iodide and examined under UV light. Lane a, cells 
treated by AlPcS2-PDT; Lane b, cells treated by ZnPcS2-PDT; Lane c, con-
trol cells; Lane d, UVC-treated cells as positive control. For ex vivo detec-
tion of apoptosis after in vivo PDT (right image), mice were sacrificed 24 h 
or 48 h post-PDT, tumors were excised, DNA was isolated and subjected to 
electrophoresis. Lanes f and g, reference after ZnPcS2- and AlPcS2-
administration without light treatment; Lanes h and j, 24 h after ZnPcS2- and 
AlPcS2-PDT; Lanes i and k, 48 h after ZnPcS2- and AlPcS2-PDT, respec-
tively. 
Ex vivo detection of apoptosis after in vivo PDT 
The presence biotinylated anxV on apoptotic cells after in vivo PDT was confirmed 
via an ex vivo procedure using both Alexa-Fluor 350 SAv and 64Cu-DOTA-biotin-SAv. 
Tumor slices were examined for fluorescence by microscopy and scanned for 64Cu using 
an Instant Imager. Both ZnPcS2- and AlPcS2-PDT-treated tumors show significant uptake 
of either SAv probe, with the amount of cellular damage after ZnPcS2-PDT exceeding that 
after AlPcS2-PDT substantially (Fig.IV. 3, ex vivo, a and b). Control tumors show little 
evidence of apoptosis. Qualitative analysis of the 64Cu-uptake pattern confirms the pres-
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ence ofbiotinylated anxV in the treated tumor slices (Fig. IV.3, ex vivo, b). Comparison 
of the radioactivity counts suggests that the highest 64Cu-uptake is reached early after PDT 
(~ 3 h after AlPcS2-PDT or~ 1 h after ZnPcS2-PDT). As done for the above in vitro study, 
apoptosis was confirmed by the characteristic DNA fragmentation observed in the tumor 
extracts (Fig. IV.4). 
Timing of the pretargeting and imaging steps 
Effect of delay time between P DT and administration of biotinylated anx V 
In order to estimate the optimal timing of the pretargeting step, biotinylated anxV 
was administrated before PDT, immediately after PDT and 1-3 h post-PDT. The avidin-
chase and 64Cu-DOTA-biotin-SAv injection were kept at 2 h and 4 h post-PDT, respec-
tively. There was only a small difference in 64Cu-DOTA-biotin-SAv uptake between the 
reference and illuminated tumors when the pretargeting step was performed just before the 
beginning of light treatment (Table IV.1 ). Administrating the biotinylated anxV immedi-
ately after PDT resulted in a significant increase in the 64Cu-tumor uptake, characterized 
by a high treated over non-treated ratio (>8 after ZnPcS2-PDT and >3 after A1PcS2-PDT). 
Increasing the interval between PDT and the pretargeting step resulted in a decrease in 
64Cu-uptake by the treated tumor; the effect remained more pronounced after ZnPcS2-PDT 
(Table IV.l). 
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Table IV.1 Effect of the delay time between PDT and the administration of bioti-
nylated anxV on the 64Cu-tumor uptake ratio. 
Timing of pretargeting step Cu-tumor uptake ratio* 
Just before PDT 
Just after PDT 
1 hpost-PDT 
3 h post-PDT 
2.27 ± 0.57 
8.67 ± 0.57 
5.17± 1.46 
2.22 ± 0.37 
1.63 ± 0.00 
3.09 ± 0.15 
2.34 ± 0.25 
1.44 ± 0.25 
Balb/c mice (n=S) bearing two EMT-6 tumors received i.v. either A1PcS2 or ZnPcS2 as a PS; 
24-h la ter one of the tumors was treated with red light. Apoptotic sites were pretargeted with 
biotinylated anx V at the indicated time, followed after 2 h by the avidin-chase and after an-
other 2 h by i.v. injection of 64Cu-DOTA-biotin-SAv (7.4 MBq). Animais were euthanized 3 
h later (i.e. 7 h post-PDT), tumors were excised and counted to give the activity as %1D/g. 
Tumor uptake ratios and standard deviation (SD) were calculated from the 64Cu activities in 
the treated-over-reference tumors. 
Blood clearance of64Cu-DOTA-biotin-SAv 
The blood clearance of 64Cu-DOTA-biotin-SAv following the three-step imaging 
procedure was measured in tumor bearing mice treated by PDT and in a reference group 
that did receive photosensitizer without light treatment. The activity in the plasma (Fig. 
IV.5, top) and blood cell fraction (Fig. IV.5, bottom) are presented as a function of time 
after injection of the 64Cu-tracer. Most of the 64Cu-DOTA-biotin-SAv complex was as-
sociated with the plasma fraction (>95%), confirming good bio-availability of the tracer. 
Using a single compartment model the plasma half-life was of the order of 60 min for 
both the treated and control group. Using a two-compartment model gave estimated a-
and 13-half lives at 49 min and 8 h. The injected tracer dose was 0.185 MBq/g mouse, 
which translates to an initial blood concentration of 2.46 MBq/g (assuming a total blood 
volume of 1.5 mL/20 g mouse). Three hours after the administration of 64Cu-DOTA-
biotin-SAv (i.e. 7 h post-PDT} the plasma concentration of the tracer decreased to 0.07 
143 
Chapitre IV : Troisième article 
MBq/g, i.e. 2.8 % of the initial blood concentration, which is sufficiently low to assure 
adequate image contrast. 
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Figure IV.5 Plasma clearance of 64Cu-DOTA-biotin-SAv. Tumor bearing mice were 
treated by A1PcS2- or ZnPcS2-PDT and immediately after illumination in-
jected i.v. with biotinylated anxV, 2-h later with an avidin-chase and after 
another 2-h with 64Cu-DOTA-biotin-SAv. Blood was collected (100 µL) by 
orbital sinus bleeding at different time intervals. Plasma and blood cells 
were separated by centrifugations and counted separately to give 64Cu-
clearance curves for both the plasma (top) and blood cell compartments 
(bottom). 
Biodistribution of64Cu-DOTA-biotin-SAv 
The tissue distribution of 64Cu after PDT in tumor bearing mice was established 
using the three-step imaging procedure with optimal timing parameters derived from the 
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above studies. This protocol consists of administrating the pretargeting step immediately 
a:fter PDT, followed 2 h later by the avidin-chase and a:fter another 2 h by 64Cu-tracer 
injection. Tracer concentration (%ID/g) in the various tissues is presented together with 
tissue-to-blood ratios (Table IV.2). The overall tissue distribution pattern of the control 
and PDT-treated groups is similar, with most of the radioactivity being found in the kid-
neys. There is however a striking increase in 64Cu-uptake by the illuminated tumor and 
the surrounding muscle as compared to the control group, most noticeable after treat-
ment with the more potent ZnPcS2 photosensitizer. 
Table IV.2 Biodistribution of64Cu-DOTA-biotin-SAv in tumor bearing mice. 
Tissue Control mice Treated mice 
AlPcS2-PDT ZnPcS2-PDT 
%ID/g± SD 
Blood 0.98 ± 0.39 0.68 ± 0.18 0.40 ± 0.05 
Heart 0.38 ± 0.14 0.27 ± 0.07 0.21±0.02 
Li ver 0.69 ± 0.20 0.60 ± 0.12 0.65 ± 0.11 
Lungs 0.49 ± 0.16 0.37 ± 0.13 0.31±0.04 
Kidneys 3.13 ± 0.66 2.18 ± 0.25 2.59 ± 1.38 
Spleen 0.29 ± 0.12 0.26± 0.05 0.23 ± 0.03 
Brain 0.03 ±0.02 0.02 ± 0.00 0.02 ± 0.00 
tr-Muscle 0.25 ± 0.13 0.57 ± 0.24 
tr-Tumor 0.79±0.17 0.92 ± 0.05 
ref-Muscle 0.11±0.05 0.10±0.04 0.17 ± 0.02 
ref-Tumor 0.45 ± 0.08 0.26± 0.06 0.11±0.01 
Fat 0.27 ± 0.30 0.13 ± 0.06 0.10 ± 0.02 
Tissue-to-blood ratio ± SD 
Blood 1.00 ± 0.00 1.00 ± 0.00 1.00 ± 0.00 
Heart 0.40 ± 0.04 0.41±0.08 0.49 ± 0.08 
Li ver 0.70±0.16 0.91±0.14 1.47 ± 0.34 
Lungs 0.52 ± 0.14 0.55 ± 0.07 0.76± 0.05 
Kidneys 3.19 ± 0.40 3.40 ± 0.98 3.22 ± 1.44 
Spleen 0.29 ± 0.06 0.38 ± 0.06 0.56± 0.06 
Brain 0.04± 0.03 0.03 ± 0.00 0.04 ± 0.01 
tr-Muscle 0.36 ± 0.13 1.27 ± 0.72 
tr-Tumor 1.19 ± 0.15 2.19 ± 0.31 
ref-Muscle 0.15 ± 0.07 0.15 ± 0.08 0.42 ± 0.39 
ref-Tumor 0.58 ± 0.11 0.35 ± 0.05 0.25 ± 0.04 
Fat 0.25 ± 0.21 0.19 ± 0.06 0.22 ± 0.10 
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* Balb/c mice (n = 3-8) bearing two EMT-6 tumors received i.v. either AlPcS2 or 
ZnPcS2 as a PS; 24-h later one of the tumors was treated with red light. Apoptotic sites 
were pretargeted with biotinylated anxV immediately after PDT, 2 h later free biotin 
was removed by an avidin-chase and after another 2 h animais received i.v. 64Cu-
DOTA-biotin-SAv (7.4 MBq). Animais were sacrificed 3 h later (i.e. 7 h post-PDT), 
dissected and samples were counted to calculate activities as %ID/g, tissue-to-blood 
ratios and the standard deviations (SD). Control mice did not receive dye or light 
treatment. Muscle samples were taken from the area around the illuminated tumor (tr) 
or reference tumor (ref) that was shielded from light. 
PET imaging of apoptosis 
PET scans of A1PcS2-PDT treated animais subjected to the three-step 64Cu pretar-
geting protocol (see biodistribution studies above) delineate apoptosis in the treated tumor 
as early as 30 min after tracer injection (4.5 h post-PDT), reaching a clear contrast be-
tween the treated tumor and the surrounding tissue at -7 h post-PDT (Fig. IV.6A). No 
radioactivity uptake is detected in the reference tumor (no light). Omission of the bioti-
nylated anxV pretargeting-step fails to reveal 64Cu accumulation in the treated tumor, 
while omission of the avidin-chase results in poor contrast, as demonstrated in the images 
taken at 5 h post-PDT (Fig. IV.6B-a,b). Optimal delineation of tumor apoptosis is only 
achieved when all three steps of the pretargeting protocol are applied (Figs. 6B-c). High 
uptake of the 64Cu-DOT A-biotin-SA v conjugate by the bladder and kidneys contrasts with 
the low radioactivity levels retained by the liver, heart and lungs and is indicative of a 
renal excretion pathway (Fig. IV.6C). 
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Figure IV.6 The biodistribution of 64Cu-DOTA-biotin-SAv in BALB/c mice bearing 
two EMT-6 tumors was followed by sequential high resolution PET (see 
panel B, case c for position of the tumors). Animais were injected with 
biotinylated anxV immediately after AlPcS2-PDT, followed by an avidin-
chase and 64Cu-DOTA-biotin-SAv, respectively at 2 h and 4 h post-PDT. 
(A) Scans taken from 4.5-7.5 h after PDT showing both coronal and trans-
axial slices. (B) Representative coronal slices of 64Cu-scans taken at 5 h 
post-PDT after: (a) omission of the pretargeting step, (b) omission of the 
avidin-chase, and (c) implementing the complete three-step 64Cu-
pretargeting protocol. (C) Representative slices of regions of interest (kid-
neys, liver, intestines, heart, lungs, reference (ref) and treated (tr) tumors 
and bladder) selected from a total body PET scan taken 7-h after PDT. 
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PET scans of tumor bearing mice after identical POT procedures but using two dif-
ferent photosensitizers, i.e. AlPcS2 and ZnPcS2 over a 7-13 h post-POT interval, reveal 
characteristic differences in the tracer uptake pattern (Fig. IV.7-top). At 7 h post-PDT both 
treatment protocols result in important uptake of radioactivity by the light-treated tumor, 
which persists for up to 13 h. Comparing the treated over non-treated tracer uptake ratios 
shows that the more aggressive ZnPcS2 induces maximum tracer uptake within 6 h post-
POT white the slow-acting AlPcS2 provokes a late apoptotic response with a maximum at 
10-11 h post-PDT (Fig. IV.7-bottom). 
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Figure IV.7 (Top) PET image slices through the treated and reference tumors, se-
lected from total body scans taken 7-13 h post-PDT, after ZnPcS2- or 
AlPcS2-POT. The lower plot shows 64Cu tumor uptake-ratios (treated-
over-reference tumor) vs. titne post-POT, calculated from the average of 
three images, including the top image. 
148 
Chapitre IV : Troisième article 
Discussion 
The preparation of 64Cu-DOTA-biotin-SAv consists oftwo reactions and two pu-
rification steps that can be completed within two hours with minimal equipment re-
quirements. The purity of the intermediate 64Cu-DOTA-biotin complex was confirmed 
by reversed phase HPLC analysis while the efficiency of the conjugation with SAv to 
yield the 64Cu-DOT A-biotin-SA v complex was confirmed by electrophoresis (Fig. 
IV.2). The 64Cu-DOTA-biotin complex and SAv monomer run at the same speed on the 
SDS gel in spite of large size differences (778 vs. 14.5 KDa). This can be explained by 
the fact that 64Cu-DOTA-biotin has only one weak negative charge while the SAv is 
loaded with multiple negatively charged SDS molecules that apparently compensate for 
its larger size. The presence of :free SAv monomer in the 64Cu-DOTA-biotin-SAv reac-
tion mixture (Fig. IV.2) confirms that the 64Cu-DOTA-biotin-SAv complex contains 
less than 0.75 units of biotin per SAv molecule [13], leaving sufficient binding sites 
available for interaction with the biotinylated anxV under in vivo conditions. Compared 
to the direct radiolabeling of anxV the yield is high {>70% based on 64Cu incorporation) 
and the specific activity ( ~ 11 GBq/ µmo 1) adequate for PET imaging. 
Detection of apoptosis by 64Cu-DOTA-biotin-SAv 
Binding of64Cu-DOTA-biotin-SAv to biotinylated anxV attached to PS on apoptotic 
cell membranes was confirmed by comparing cell and tissue uptake with that of a com-
mercially available fluorescent SAv derivative. After induction of apoptosis by PDT in 
EMT-6 cells in vitro and pretargeting with biotinylated anxV, both SAv probes revealed 
similar cellular distribution pattern (Fig. IV.3). Likewise after in vivo PDT, tumors exci-
sion and ex vivo staining, both the fluorescence and radioactive SA v probes exhibited 
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similar uptake profiles (Fig. IV.3). Apoptosis was confirmed both a:fter in vitro and in vivo 
PDT by detection of the characteristic DNA fragmentation pattern (Fig. IV.4). Differences 
in 64Cu-uptake as a function of delay-time between PDT and administration of the bioti-
nylated anxV (Fig. IV.3, ex vivo, b) suggest differences in action mechanisms between the 
Al- or ZnPcS2 treatment protocols. Higher uptake of the SAv probes after ZnPcS2-PDT is 
in accordance with the more potent direct cell kill potential of the ZnPcS2 dye. After a 24-
h delay, detection of apoptosis is poor for both photosensitizers, using either the fluores-
cent or 64Cu-labeled SAv-probe, reflecting the absence of apoptotic cells due to their 
physiological removal from the tumor tissue. 
Timing of the pretargeting protocol 
Optimizing the detection of apoptosis and image contrast following the pretarget-
ing protocol requires optimizing the timing of the individual steps. The first interval 
considered in this study was the timing of the pretargeting step, i.e. the time required 
after PDT to allow for optimal expression of apoptosis. Our in vivo data show that 
apoptosis pretargeting by biotinylated anxV should be done early after PDT (Table 
IV.1). Thus all subsequent studies were done following this timing sequence, i.e. pretar-
geting immediately after PDT, followed 2 h later by the avidin-chase and 4 h post-PDT 
by 64Cu-DOTA-biotin-SAv injection. The selected timing of the avidin-chase to reduce 
circulating biotin derivatives was based on literature data [7-9, 19, 39-41]. However in 
clinical practice, both protein doses and delays between administrations need to be op-
timized. For example, the delay between the avidin-chase and tracer injection could 
probably be reduced from 2 h down to 30 min [23]. 
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The time lapse after tracer injection to optimize image quality depends to a 
large extend on the rapidity of tracer removal from the blood pool. The blood clearance 
curve revealed that ~3 h are needed to allow for >90% of the tracer to be eliminated 
from the blood pool (Fig. IV.5). Evaluation of the tissue distribution of the 64Cu-SA v 
complex at this time point showed, apart from the distinct differences in tumor uptake, 
little difference in the overall distribution between PDT-treated animais and the refer-
ence group. The kidneys showed the highest 64Cu uptake in accordance with elimination 
of the 64Cu-DOTA-biotin-SAv largely via the urinary pathway. Similar observations 
have been made with radiolabeled anxV and different hypotheses have been advanced 
to explain the preferred kidney uptake. A potential presence of extemalized PS in the 
kidneys was ruled out by Blankenberg et al. [42]. Their studies revealed that different 
anxV analogs with different efficacies to detect natural apoptosis in the liver and spleen, 
shared the same kidney uptake values. 
The presence of significant concentrations of 64Cu-DOTA-biotin-SAv in the non-
illuminated muscle surrounding the treated tumor together with the decrease (P<0.05) in 
tracer activity at the reference tumor following PDT (0.45 to 0.11 %ID/g) suggests a 
systemic response to PDT (Table IV.2). The induction of a systemic immune response 
following PDT is well documented and could explain these discrepancies [28, 43]. 
Changes in tumor-to-blood ratios may also result from changes in the tumor vascular 
permeability and perfusion (Table IV.2). It is well known that PDT strongly affects tu-
mor blood flow due to the release ofvasoactive components and that the intensity ofthis 
phenomenon directly relates to the hydrophobicity of the photosensitizer [27, 28]. 
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PET imaging of apoptosis 
PET imaging oftumor bearing animals treated with 64Cu-DOTA-biotin-SAv fol-
lowing the three-step pretargeting protocol showed a similar tracer uptake pattern as 
predicted from the biodistribution studies. The kidneys were well delineated on all im-
ages while 64Cu uptake in the liver, heart and lungs was less prominent (Fig. IV.6). The 
rapid 64Cu-clearance via the urinary pathway was evident from the high radioactivity 
level of the bladder as early as 30 min post tracer-injection. The presence of apoptotic 
cells in the illuminated tumors was readily visible on the early scans taken 30 min after 
tracer administration and was still apparent on scans taken 24 h post-injection. On the 
other hand, little or no activity could be detected in the reference tumor. 
To optimize image contrast after in vivo PDT following the three-step 64Cu pre-
targeting method, it is important to reduce blood background radioactivity via the 
avidin-chase. Omission ofthis step resulted in severe loss of image contrast (Fig. IV.6). 
The optimal time interval between administration of 64Cu-DOTA-biotin-SAv and PET 
imaging varies with the efficacy of the tumor treatment protocol (Fig. IV.7). After the 
more aggressive ZnPcS2-PDT treatment the highest tumor uptake was observed at ~7 h 
post-PDT. In contrast, after A1PcS2-PDT a period of 10-11 h post-PDT was required for 
optimal contrast of apoptosis reflecting a delayed apoptotic response. 
In comparison with direct imaging of apoptosis with 99mTc-Hynic-anxV usmg 
SPECT, the indirect pretargeting procedure promises to be more flexible in that the initial 
pretargeting step could be repeated to optimize tracer uptake by the target tissue. Also, the 
subsequent avidin-chase increases detection specificity by increasing tracer availability 
and reducing blood background. Other advantages of PET over SPECT include the higher 
spatial resolution that can be attained with the former, resulting in better image quality. 
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Obviously, the three-step protocol is more laborious as compared to direct labeling of 
anxV. Furthermore, both avidin and SAv administration could provoke an immunological 
response although this problem can be solved through the use of PEGylated [44] or site-
directed mutagenesis of the proteins [45]. Finally, the readily availability of 99mTc vs. the 
limited access to positron emitting radioisotopes can be construed as a general disadvan-
tage of PET at the present time. Overall, with the improved availability of PET radio-
tracers in the foreseeable future, the combined advantages of the pre-targeting PET proto-
col could provide a valid alternative to SPECT for clinical imaging of apoptosis. 
Conclusion 
In this study we demonstrated the efficacy of a three-step pretargeting procedure for 
PET imaging of apoptosis with a 64Cu-SAv complex. The procedure offers the flexibility 
of adapting time intervals between the various steps to accommodate selected treatment 
protocols. Thus intervals between clinicat interventions, pretargeting with non-radioactive 
biotinylated anxV, the avidin-chase and administration of the radiopharmaceutical can all 
be modulated to optimize the detection of apoptosis. Although the radiation properties of 
64Cu ( 40% {f, 19% J3+) are not appropriate for human diagnostic applications, substitution 
of 64Cu for 6°Cu (tv, = 23 min, 93% J3+) or 61 Cu (tv, = 3.4 h, 62% J3+) will render this radio-
pharmaceutical suitable for human PET scans to follow apoptosis in the treatment of can-
cer and many other medical conditions. 
Acknowledgements. This work was supported by the Canadian Institutes for Health Re-
search (CIHR grants MOP-44065 and MOP-15348). JEvL is the holder of the Jeanne and 
J.-Louis Lévesque Chair in Radiobiology. 
153 
Chapitre IV : Troisième article 
Références 
1. Derradji H, Baatout S. Apoptosis: a mechanism of cell suicide. In Vivo 2003; 17:185-
192. 
2. Lahorte CMM, Vanderheyden JL, Steinmetz N, V an de Wiele C, Dierckx RA, Slegers 
G. Apoptosis-detecting radio ligands: current state of the art and future perspectives. 
Eur JNucl Med Mol Imaging 2004; 31:887-919. 
3. Boersma HH, Kietselaer BLJH, Stolk LML, Bennaghmouch A, Hofstra L, Narula J, et 
al. Past, present, and future of annexin A5: From protein discovery to clinical applica-
tions. J Nucl Med 2005; 46:2035-2050. 
4. Blankenberg FG, Tait J, Ohtsuki K, Strauss HW. Apoptosis: the importance ofnuclear 
medicine. Nucl Med Commun 2000; 21:2410250. 
5. Kemerink GJ, Liu X, Kieffer D, Ceyssens S, Mortelmans L, Verbruggen AM, et al. 
Safety, biodistribution and dosimetry of 99mTc-HYNIC-annexin V, a novel human re-
combinant annexin V for human application. J Nucl Med 2003; 44:947-952. 
6. Belhocine T, Steinmetz, N, Li C, Green A, Blankenberg FG. The imaging of apoptosis 
with the radiolabeled annexin V: optimal timing for clinical feasibility. Technol Can-
cer Res Treat 2004; 3:23-32. 
7. Lahorte CM, van de Wiele C, Bacher K, van den Bossche B, Thierens H, van Belle S, 
et al. Biodistribution and dosimetry study of 123I-rh-annexin V in mice and humans. 
Nucl Med Commun 2003; 24:871-880. 
8. Collingridge DR, Glaser M, Osman S, Barthel H, Hutchinson OC, Luthra SK, et al. In 
vitro selectivity, in vivo biodistribution and tumor uptake of annexin V radiolabelled 
with a positron emitting radioisotope. Br J Cancer 2003; 89:1327-1333. 
154 
Chapitre IV : Troisième article 
9. Subbarayan M, Hafeli UO, Feyes DK, Unnithan J, Emancipator SN, Mukhtar H. A 
simplified method for preparation of 99mrc-annexin V and its biologie evaluation for 
in vivo imaging of apoptosis after photodynamic therapy. J Nucl Med 2003; 44:650-
656. 
10. Boersma HH, Liem IH, Kemerink GJ, Thimister PW, Hofstra L, Stolk LM, et al. 
Comparison between human pharmacokinetics and imaging properties of two conju-
gation methods for 99mTc-annexin AS. Br J Radiol 2003; 76:553-560. 
11. Glaser M, Collingridge DR, Aboagye EO, Bouchier-Hayes L, Hutchinson OC, Martin 
SJ, et al. Iodine-124 labelled annexin-V as a potential radiotracer to study apoptosis 
using positron emission tomography. Appl Radiat Isotopes 2003; 58:55-62. 
12. Li C, Wen X, Wu Q, Wallace S, Chamsangavej C, Stachoviak AM, et al. Imaging 
taxane-induced tumor apoptosis using PEGylated, 11 lln-labeled annexin V. J Nucl. 
Med 2004; 45: 108-115. 
13. Yade KJ, Eary JF, Tait JF, Grierson JR, Link JM, Lewellen B, et al. Evaluation of 
18F-Annexin V as a PET imaging agent in an animal model of apoptosis. J Nucl. Med 
2005; 46: 658-666. 
14. Gonzalez M, Bagatolli LA, Echabe I, Arrondo JL, Argarana CE, Cantor CR, et al. 
Interaction of biotin with streptavidin. Thermostability and conformational changes 
upon binding. J Biol Chem 1997; 272:11288-11294. 
15. Gonzalez M, Argarana CE, Fidelio GD. Extremely high thermal stability of strepta-
vidin and avidin upon biotin binding. Biomol Eng 1999; 16:67-72. 
16. Selivanov V, Picard Y, Cadorette J, Rodrigue S, Lecomte R. Detector response mod-
els for statistical iterative image reconstruction in high resolution PET. IEEE Trans 
Nucl Sei 2000; 47:1168-1175. 
155 
Chapitre IV : Troisième article 
17. van Engeland M, Nieland LJW, Ramaekers FCS, Schutte B, Reutelingsperger CPM. 
Annexin-V affinity assay: A review on an apoptosis detection system based on phos-
phatidylserine exposure. Cytometry 1998; 31: 1-9. 
18. Schrevens A, van Nassauw L, Harrisson F. Histochemical demonstration of apoptotic 
cells in the chicken embryo using annexin V. Histochem J 1998; 30:917-922. 
19. Sakahara H, Saga T. Avidin-biotin system for delivery of diagnostic agents. Adv Drug 
Deliv Rev 1999; 37:89-101. 
20. Boerman OC, van Schaijk FG, Oyen WJ, Corstens FH. Pretargeted radioimmu-no-
therapy of cancer: progress step by step. J Nucl Med 2003; 44:400-411. 
21. Goldenberg DM. Targeted therapy of cancer with radiolabeled antibodies. J Nucl Med 
2002; 43:693-713. 
22. van den Eijnde SM, Boshart L., Baehrecke EH, de Zeeuw CI, Reutelingsperger CPM, 
Vermeij-Keers C. Cell surface exposure of phosphatidylserine during apoptosis is 
phylogenetically conserved. Apoptosis 1998; 3:9-16. 
23. Zhang M, Sakahara H, Yao Z, Saga T, Nakamoto Y, Sato N, et al. Intravenous avidin 
chase improved localization of radiolabeled streptavidin in intraperitoneal xenograft 
pretargeted with biotinylated antibody. Nucl Med Biol 1997; 24:61-64. 
24. Sharman WM, Allen CM, van Lier JE. Photodynamic therapeutics: basic principles 
and clinical applications. Drug Dise Today 1999; 4:507-517. 
25. Korbelik M, Cecic 1. Mechanism of tumor destruction by photodynamic therapy. In 
Nalwa HS, ed. Handbook of Photochernistry and Photobiology. Stevenson Ranch, 
CA: American Scientific Publishers; 2003; p. 39-77. 
26. Oleinick NL, Morris RL, Belichenko 1. The role of apoptosis in response to photody-
namic therapy: what, where, why, and how, Photochem Photobiol Sei 2002; 1:1-21. 
156 
Chapitre IV : Troisième article 
27. Fingar VH, Wieman TJ, Karavolos PM, Doak KW, Ouellet R, van Lier JE. The ef-
fects of photodynamic therapy using differently substituted zinc phthalocyanines on 
vessel constriction, vessel leakage and tumor response. Photochem Photobiol 1993; 
58:251-258. 
28. Chan WS, Brasseur N, La Madeleine C, Ouellet R, van Lier JE. Efficacy and mecha-
nism of aluminium phthalocyanine and its sulphonated derivatives mediated photody-
namic therapy on murine tumours. Eur J Cancer 1997; 33:1855-1859. 
29. Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head ofbac-
teriophage T4. Nature 1970; 227:680-685. 
30. Ali H, Langlois R, Wagner R, Brasseur N, Paquette B, van Lier JE. Biological activi-
ties of phthalocyanines-X: syntheses and analyses of sulfonated phthalocyanines. 
Photochem Photobiol 1988; 47:713-717. 
31. Lewis MR, Kao JY, Anderson AL, Shively JE, Raubitschek A. An improved method 
for conjugating monoclonal antibodies with N-hydroxysulfosuccinimidyl DOT A. Bio-
conjugate Chem 2001; 12:320-324. 
32. Okamoto K, Mizuno M, Nakahara N, Natsume A, Yoshida J, Mori T, et al. Process of 
apoptosis induced by TNF-a in murine fibroblast Ltk-cells: Continuous observation 
with video enhanced contrast microscopy. Apoptosis 2002; 7:77-86. 
33. Zeisler SK, Pavan RA, Orzechowski J, Langlois R, Rodrigue S, van Lier JE. Produc-
tion of 64Cu on the Sherbrooke TR-PET cyclotron. J Radioanal Nucl Chem 2003; 
257:175-177. 
34. McCarthy DW, Shefer RE, Klinkowstein RE, Bass LA, Margeneau WH, Cutler CS, et 
al. Efficient production of high specific activity 64Cu using a biomedical cyclotron. 
Nucl Med Biol 1997; 24:35-43. 
157 
Chapitre IV : Troisième article 
35. Sabatino G, Chinol M, Paganelli G, Papi S, Chelli M, Leone G, et al. A new biotin 
derivative-DOTA conjugate as a candidate for pretargeted diagnosis and therapy of 
tumors. J Med Chem2003; 46:3170-3173. 
36. Axworthy DB, Reno JM, Hylarides MD, Mallett RW, Theodore LJ, Gustavson LM, et 
al. Cure of human carcinoma xenogra:fts by a single dose of pretargeted yttrium-90 
with negligible toxicity. Proc Natl Acad Sei USA 2000; 97:1802-1807 
37. Bissonnette N, Wasyluk B, Hunting DJ. The apoptotic and transcriptional transactiva-
tion activities of P53 can be dissociated. Biochem Cell Biol 1997; 75:351-358. 
38. Lapointe D, Brasseur N, Cadorette J, La Madeleine C, Rodrigue S, van Lier JE, et al. 
High-resolution PET imaging for in vivo monitoring oftumor response after photody-
namic therapy in mice. J Nucl Med 1999; 40:876-882. 
39. Gruaz-Guyon A, Raguin 0, Barbet J. Recent advances in pretargeted radioimmuno-
therapy. Curr Med Chem 2005; 12: 319-338. 
40. Mirallié E, Saï-Maurel C, Faivre-Chauvet AF, Regenet N, Chang C-H, Goldenberg 
D.M., et al. Improved pretargeted delivery of radiolabelled hapten to human tumour 
xenograft in mice by avidin chase of circulating bispecific antibody. Eur J Nucl Med 
Mol Imaging 2005; 32:901-909. 
41. Kobayashi H, Sakahara H, Endo K, Hosono M, Yao ZS, Toyama S, et al. Comparison 
of the chase effects of avidin, streptavidin, neutravidin, and avidin-ferritin on a radio-
labeled biotinylated anti-tumor monoclonal antibody. Jpn J Cancer Res 1995; 86:310-
314. 
42. Blankenberg FG, Smith C, Gibson DF, Tait JF. Different factors control renal versus 
hepatic and splenic uptake of Annexin V. J Nucl Med 2004; 45:149-150. 
158 
Chapitre IV : Troisième article 
43. van Duijnhoven FH, Aalbers RI, Rovers JP, Terpstra OT, Kuppen PJ. The immu-
nological consequences of photodynamic treatment of cancer, a literature review. 
Immunobiology 2003; 207:105-113 
44. Veronese FM, Pasut G. PEGyalation, successful approach to drug delivery. Drug Dis-
covery Today 2005; 10:1451-1458. 
45. Meyer DL, Schultz J, Lin Y, Henry A, Sanderson J, Jackson JM, et al. Reduced anti-
body response to streptavidin through site-directed mutagenesis. Protein Sei 2001; 
10:491-503. 
159 
Chapitre V : Discussion 
V. DISCUSSION 
V.1 Relation entre l'hydrophobie d'une série de dérivés du ZnPcS3Cn; potentiel pho-
todynamique et mécanismes de mort cellulaire. 
V.1.1 Raisons motivant la synthèse du ZnPcS3 
La présence de groupements sulfonates hydrophiles à la périphérie des Pcs aug-
mente leurs solubilités dans l'eau. Le dérivé avec deux sulfonates adjacents lui attribue une 
structure chimique particulière qui lui confère une solubilité accrue tandis que l'autre par-
tie portant deux unités non substituées de benzimidazole lui attribue une hydrophobie in-
dispensable pour pénétrer la membrane plasmique. L'amphiphilique ZnPcS2 s'accumule 
très rapidement dans la cellule et montre une phototoxicité optimale mais sa synthèse 
forme de nombreux isomères. Les MPcS2 sont en effet difficiles à préparer en tant que 
composés isomériques simples. 
En fait, il y a 16 isomères possibles. La purification de ces dérivés en un seul iso-
mère est fastidieuse. L'équipe de Brasseur a évalué la phototoxicité de certaines des frac-
tions isomériques et a démontré une variation importante entre les fractions analysées 
(Brasseur et al., 1987). Puisque l'utilisation clinique d'un mélange complexe d'isomère 
n'est pas souhaitable, nous désirons préparer un PcS possédant des propriétés amphiphili-
ques similaires au ZnPcS2, mais comme produit isomérique simple. L'asymétrique ZnPcS3 
pourrait nous permettre d'atteindre nos objectifs. Le troisième groupement sulfonate dé-
truit le caractère amphiphile et augmente l'hydrophilie globale du produit, mais permet une 
obtention facile d'un isomère pur. De plus, une simple addition d'un substituant sur la der-
nière unité benzimidazole non substituée pourrait neutraliser l'augmentation d'hydrophilie 
relative à la présence du groupement sulfonate additionnel. 
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V.1.2 Modulation de l'hydrophobie des ZnPc3 
La seule méthode permettant de moduler l'hydrophobie d'un Pc consiste à introduire 
des substituants hydrophobes ou hydrophiles à la périphérie du macrocycle. L'efficacité de 
cette approche est démontrée dans un grand nombre d'articles scientifiques (Brasseur et 
al., 1999; Urizzi et al, 2001; Allen et al., 1999). L'ajout de chaînes latérales d'acide caproï-
que a permis de modifier l'hydrophobie de AlPcS4 et de favoriser l'accumulation de ces 
dérivés dans les tissus cibles. Kudrevich et ses collaborateurs ont confirmé l'existence 
d'une relation entre les différences de phototoxicité et les modifications dans l'hydropho-
bie résultant de l'ajout de différents substituants sur le ZnPcS3 (Kudrevich et al., 1997). 
Cette modification produisait des effets bénéfiques sauf pour des substituants encom-
brants. Leurs résultats permettraient d'envisager l'existence d'une zone précise d'hydro-
phobie conduisant à une activité photodynamique optimale. Ce même laboratoire a aussi 
obtenu des résultats intéressants en couplant le LDL avec AlPcS4 (Urizzi et al., 2001; 
Sharman et al., 2004). Ce conjugué démontrait une meilleure pénétration de la bicouche 
lipidique de la membrane plasmique par l'intermédiaire de longues chaînes alkyles par 
rapport à la forme non conjuguée. 
Allen et al. ont récemment modulé avec succès l'hydrophobie de l' AlPcS4 par la 
formation d'un lien sulfamide entre un des groupements sulfonates et des chaînes alkyles 
d'une longueur variable (Allen et al., 2002). Rancan et al. ont aussi observé une influence 
des propriétés physicochimiques découlant de la présence de différents substituants sur 
l'incorporation et la localisation intracellulaire des PS, tout en spécifiant qu'une localisa-
tion préférentielle dans des organelles cibles déterminerait le mécanisme de la mort de 
cellules après TPD (Rancan et al., 2005). L'hydrophobie favorise l'accumulation cellulaire 
des PS et encore une fois on remarque que l'amphiphilie augmente le pouvoir photodyna-
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mique des PS. En ce basant sur ces faits, une amélioration appréciable du potentiel photo-
dynamique du ZnPcS3 peut être obtenue en remplaçant l'hydrogène périphérique par une 
chaîne alkyle de longueur variable dans un but précis de trouver une alternative intéres-
sante à l'utilisation de ZnPcS2• 
V.1.3 Évaluation du niveau d'hydrophobie des différents ZnPcS3C0 
La structure chimique des PS détermine en grande partie son hydrophobie qui est un 
facteur important pour établir leur potentiel pharmacologique et toxicologique. Pour dé-
terminer l'hydrophobie des représentants ZnPcS3Cn, deux méthodes reconnues ont été sé-
lectionnées, le coefficient de partage (P) et le temps de rétention (Rt). La première se défi-
nit par le logarithme de P et mesure la préférence du PS à se retrouver dans un solvant 
organique ou aqueux. Tandis que la seconde évalue la capacité du PS à créer des liaisons 
hydrophobes avec la phase stationnaire (Berthod et Carda-Broch, 2004). 
Dans un système liquide, un PS hydrophobe se retrouvera en plus forte concentra-
tion dans un solvant organique, ce qui donnera un rapport de distribution octanol-eau, P 
>1 donc un logarithme Pou un coefficient de partition positif Tandis qu'un produit hy-
drophile aura une concentration plus importante dans l'eau, une valeur P< 1 et un coeffi-
cient de partition négatif Donc on peut déterminer le niveau d'hydrophobie en établissant 
une échelle variant d'une valeur fortement négative à une valeur de plus en plus positive. 
En chromatographie liquide de haute performance en phase inverse (HPLC, Cl 8), 
les chaînes alkyles (Cl 8) confère à la silice un caractère très hydrophobe. Si la phase mo-
bile est très polaire (donc très peu hydrophobe), certaines molécules hydrophobes vont 
établir des interactions avec la phase stationnaire et ainsi être adsorbées. En augmentant 
graduellement la concentration en solvant organique (apolaire) de la phase mobile, à une 
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concentration donnée l'hydrophobie de la phase mobile devient plus importante que celle 
de la phase stationnaire ayant comme effet de provoquer la désorption et l'élution des mo-
lécules hydrophobes. Plus un soluté est hydrophobe, plus il sera retenu au niveau de la 
phase solide stationnaire et exigera un solvant de nature organique. À l'inverse, plus un 
soluté est hydrophile, plus il sera entraîné par un solvant aqueux dans la phase mobile li-
quide. La progression de l'hydrophobie s'exprimera en terme d'augmentation du temps 
requis pour éluer chaque produit. 
V.1.4 Méthodes usuelles mesurant le niveau d'hydrophobie 
Même si les principes de ces méthodes sont très différents, les deux donnent une 
mesure des propriétés lipophiliques des colorants. La figure V.1 démontrent que l'augmen-
tation du niveau d'hydrophobie est conforme aux principes directeurs des deux méthodes, 
soit en diminuant la négativité de la valeur de P (A) ou en augmentant la valeur du temps 
de rétention (B). Ces derniers paramètres sont représentatifs des propriétés hydropho-
bes/hydrophiles de ces colorants. L'hydrophobie de tous les dérivés ZnPcS3Cn est supé-
rieure à celle du parent (ZnPcS3), donc l'ajout d'une chaîne de carbones de plus en plus 
longue à la périphérie du macrocycle ZnPcS3 constitue un moyen efficace d'augmenter 
l'hydrophobie des dérivés ZnPcS3Cn. 
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Figure V.1: Variation du log (p)(A) et le temps de rétention (B) en fonction du nombre 
de carbones de la chaîne alkynyle. 
De plus, la variation du log (P) en fonction du temps de rétention montre une relation 
linéaire (figure II.1 ). Les deux méthodes reflètent une augmentation véritable de l'intensité 
de l'hydrophobie qui tient compte des différences structurales des dérivés donnés. 
V.1.5 Principaux effets de l'hydrophobie 
L'hydrophobie influence indirectement l'activité photodynamique du PS en favori-
sant son agrégation dans les milieux biologiques et en privilégiant certaines interactions 
avec les protéines ou les lipides présents dans son environnement. La tendance des Pcs à 
se retrouver sous une forme agrégée est fortement influencée par la nature des substituants 
périphériques. Donc l'hydrophobie des PS détermine les tendances pour agréger, qui à leur 
tour pourraient influencer la cinétique d'internalisation, la localisation intracellulaire et la 
capacité pour produire 1'102. De ce fait, une augmentation d'hydrophobie se traduit généra-
lement par une augmentation de la formation d'agrégats dans une manière dépendante du 
milieu. Un indice utile pour déterminer l'effet de l'hydrophobie serait de mesurer cette 
agrégation. Celle-ci est facilement déduite des spectres électroniques par un déplacement 
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de 30-50 nm de la bande d'absorption autour de 675 nm (bande Q) pour produire une 
bande d'absorption autour de 630 nm plus large mais moins intense (15). Un second indice 
aussi valable serait de déterminer la réduction de la capacité de produire de 1'102 (Wagner 
et al., 1987; Kessel et al., 1987; Spikes et Brommer, 2006). 
Après solubilisation, les PS se distribuent sous deux formes dépendamment des inte-
ractions avec les molécules du solvant; une forme monomérique et une agrégée. Dans un 
solvant organique, on retrouve majoritairement la forme organique (méthanol) tandis que 
dans un solvant aqueux (PBS) la forme agrégée domine. L'ajout de protéines provoque 
une destruction des agrégats en s'intercalant entre les couches de ZnPcs. Dans le PBS ou le 
milieu de culture contenant 1 % de protéines (FBS), l'agrégation demeure élevée pour tous 
les dérivés essayés (tableau 11. l ). Ces données montrent que le parent le plus hydrophile 
ZnPcS3 forme le moins d'agrégats. L'ajout de 55% de protéines cause une augmentation de 
la concentration de monomère à~20%. Seulement le ZnPcS3C16 est moins affecté par la 
présence de protéines supplémentaires et la concentration de monomère reste faible (6%). 
Donc une hydrophobie élevée provoque la formation d'agrégats compacts plus volumi-
neux qui empêchent les protéines de pénétrer. Un résultat intéressant concerne la réaction 
de ZnPcS2 à la présence d'une concentration élevée de protéines (55%). ZnPcS2 réagit 
fortement avec les protéines et provoque une augmentation de la concentration de mono-
mère (51,4%) équivalent à 5 fois celle détectée dans le PBS (9,6%) et retrouvant celle pré-
sente dans le méthanol (58,8%). Des cinq milieux étudiés, le tampon aqueux fortifié avec 
55% de FBS imite de plus près l'environnement intracellulaire, suggérant qu'un procédé de 
monomérisation similaire arrive au niveau cellulaire. Ceci implique que cette amphiphilie 
du PS joue un rôle important dans la détermination des proportions monomère/agrégat 
optimales au site cible, contribuant aux effets phototoxiques désirés. 
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Durant l'illumination, les PS agrégés dispersent leur énergie par la conversion in-
terne à l'état fondamental au lieu de procéder à la formation de triplet avec la production 
d'102 subséquente (Rosenthal et al., 1988). La détection de la production d'hydroperoxide 
(HPPI) du L-tryptophane permet une mesure indirecte de la capacité de générer de 1'10 2• 
Dans le PBS, la production d'hydroperoxide (HPPI) par nos ZnPcS augmente proportion-
nellement avec la concentration de monomère (tableau II.1 ). Le ZnPcS plus lipophile 
forme plus facilement des agrégats en solution aqueuse réduisant ainsi son activité photo-
chimique. Margaron et al. ont rapporté des conclusions similaires pour expliquer la faible 
internalisation de leur composé le plus lipophile, un ZnPc tétraiodiné (Margaron et al., 
1996). L'augmentation de la longueur des chaînes périphériques ou latérales facilitent 
l'agrégation des ZnPcS3 et occasionne une perte de leur capacité à produire 1'10 2• Un phé-
nomène qui est confirmé par la réduction de leur capacité à générer les hydroperoxides 
(HPPI) caractéristiques de la photooxydation du L-tryptophane (tableau II.1 ).Quand les 
dérivés de Pc ont été solubilisés dans 1 % crémophore EL, la formation de HPPI de tous 
les ZnPcS3Cn dérivés ont surpassé celle de la référence AlOHPcS4 (tableau II.1) et ont 
donné des rendements semblables en 10 2. 
L'encombrement stérique provoqué par la présence d'une longue chaîne de carbones 
ou d'un groupement volumineux peut aussi contribuer à la réduction de l'incorporation 
cellulaire et à la perte de phototoxicité. Rosenthal et al. ont attribué l'absence significative 
d'accumulation intracellulaire du produit lipophile, ZnPc tetraneopentoxy, à l'encombre-
ment stérique dû à l'espace important occupé par les groupements neopentoxy (Rosenthal 
et al., 1988). Nous avons précédemment démontré que l'addition de longues chaînes axia-
les d'hydrocarbure au naphthalocyanine de silicium augmente son hydrophobie, mais aussi 
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provoque un encombrement stérique réduisant son incorporation cellulaire et son pouvoir 
phototoxique (Brasseur et al., 1994). 
V.1.6 Impact de la structure chimique sur la localisation intracellulaire des 
ZnPcS3Cu 
La structure chimique influence à un certain niveau la localisation intracellulaire des 
PS en favorisant ou défavorisant leur internalisation. La membrane plasmique sert de bar-
rière pour plusieurs substances. En effet, la région hydrophobe comprise entre la bicouche 
lipidique constitue une barrière infranchissable pour les substances polaires ou possédant 
plus de deux charges nettes positives ou négatives. L'eau, les molécules neutres et apolai-
res peuvent traverser la bicouche lipidique. La structure chimique du ZnPcS2 favorise son 
passage à travers la membrane plasmique. Mais la présence d'un troisième groupement 
sulfonate dans le ZnPcS3 rend sa charge nette négative et augmente significativement son 
hydrophilie. Ce PS préférera demeurer dans un milieu aqueux et traversera plus lentement 
la membrane plasmique. L'ajout de chaînes lipophiles a pour but de rééquilibrer ce chan-
gement et favoriser le transport intermembranaire. Cependant la dimension spatiale du 
produit peut aussi créer des interférences. Plus le produit est volumineux, plus il occa-
sionne un encombrement stérique qui risque d'empêcher ce produit de traverser les espa-
ces entre les lipides ou par les ouvertures membranaires. 
Les produits cationiques sont reconnus pour s'accumuler spécifiquement dans les 
mitochondries tandis que les produits anioniques se distribuent plus aléatoirement dans la 
cellule. De plus en plus, on reconnaît une influence non négligeable de l'hydrophobie du 
composé sur la localisation intracellulaire. Un produit hydrophile se concentre plus dans 
les lysosomes et un produit hydrophobe se retrouve plus souvent lié à la membrane plas-
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mique. En examinant tous les résultats de colocalisation, les dérivés ZnPcS3Cn se locali-
sent principalement dans les mitochondries et l'appareil de golgi (Figure II.4B à E). Cette 
localisation au niveau de plusieurs organelles (non spécifique) est souvent observée pour 
un PS avec deux charges négatives et se traduit par une présence faible dans toutes les 
structures testées. 
Certaines différences ont été observées entre les ZnPcS. Les dérivés plus amphiphi-
liques ZnPcS3C6 et ZnPcS3C9 co-localisent plus fortement avec la sonde mitochondriale. 
Les dérivés ZnPcS3 portant des chaînes lipophiliques plus courtes ou plus longues mon-
trent une diminution significative de leur présence dans les structures intracellulaires. 
Nous avons aussi détecté des similitudes entre ZnPcS2, ZnPcS3C6 et ZnPcS3C9• Les trois 
ZnPcS se localisent dans les lysosomes, les mitochondries et le Golgi mais leur accumula-
tion dans les noyaux des cellules reste très négligeable. De plus, nous avons détecté une 
une distribution typique dans la membrane plasmique indiquant un apport probable de 
!'endocytose comme mécanisme d'internalisation des Pcs. La présence de PS dans les 
lysosomes pourrait être bénéfique en fournissant une autre voie active responsable d'une 
partie de la réponse photodynamique générale. L'augmentation de l'hydrophobie des 
ZnPcS3Cn provoque une colocalisation sous une forme plutôt ponctiforme que diffuse. 
Cette forme de distribution accompagnée d'une présence dans les lysosomes et dans l'ap-
pareil de Golgi indiquerait un apport de !'endocytose comme moyen d'internalisation de 
nos ZnPcS. 
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V.1.7 Relation entre la structure chimique et l'activité photodynamique des 
ZnPcS3C0 
Nos connaissances soutiennent que les propriétés amphiphiles des PS jouent un rôle 
significatif dans leur efficacité photodynamique (van Lier et Spikes, 1989). Nous avons 
rapporté précédemment qu'en augmentant le nombre de groupements sulfonates sur un 
MPcS, provoque une diminution de la photocytotoxicité, sous des conditions in vitro et in 
vivo, qui coïncide avec la diminution de l'incorporation cellulaire (Brasseur et al., 1987). 
Les MPcS2 portant deux groupes sulfonates sur des benzyles adjacents sont les dérivés les 
plus photoactifs. D'autre part, il a été rapporté que les produits amphiphiles interagissent 
avec la bicouche lipidique des membranes plasmiques (Chatelier et al., 1985), facilitant 
ainsi leur transport dans la cellule ( Paquette et al., 1988). D'autre part, ces mêmes pro-
priétés amphiphiles favoriseraient la formation des liaisons efficaces avec les lipoprotéines 
de base densité (LDL), qui sont impliquées dans le transport des porphyrines dans les tis-
sus tumoraux (Kessel et al., 1987 ; Sharman et al., 2004). Les propriétés amphiphiles des 
ZnPcS correspondent fortement à leur incorporation cellulaire et leur potentiel photody-
namique (Margaron et al, 1996). Nos données actuelles confirment ce fait. L'ajout d'une 
chaîne lipophile latérale d'hydrocarbures à ZnPcS3 améliore l'incorporation cellulaire (ta-
bleau II.2). Cependant l'addition de très longues chaînes, par ex. n > 9 pour ZnPcS3Cu. 
cause une diminution de l'incorporation cellulaire fournissant une relation parabolique 
entre l'incorporation cellulaire en fonction du temps de rétention inversée par rapport à 
celle observée pour la phototoxicité versus ce même temps de rétention (figure II.3). Ceci 
est particulièrement évident après une période d'incubation de 24 heures (figure II.3B). 
Une comparaison des valeurs relatives de LD90 des ZnPcS3C0 avec celles d'incorpo-
ration cellulaire, après les deux périodes d'incubation de 1 h et de 24 h, révèle une régres-
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sion plutôt linéaire avec une photocytotoxicité maximale correspondant à une incorpora-
tion cellulaire plus élevée (figure II.5). Ce phénomène est particulièrement évident après la 
courte période d'incubation de 1 heure. Ceci confirme que les variations dans la phototoxi-
cité entre les ZnPcS3Cn ne peuvent pas être expliquées simplement par les différences de 
localisation ou d'incorporation cellulaire. D'autres facteurs peuvent jouer des rôles cru-
ciaux comme le taux de production d'10 2, les interactions entre les différentes organelles 
dans la cellule, l'étendue de dommages, les changements dans la perméabilité des diverses 
structures membranaires, la cinétique d'internalisation des ZnPcs, etc. Nos données suggè-
rent fortement que les variations dans les taux d'internalisation et la distribution intracellu-
laire de la drogue au moment de l'illumination soient responsables des différences dans le 
potentiel photodynamique des ZnPcS3Cn. 
V.2 Activité photodynamique d'une séries de dérivés du ZnPcS3Cu: rôle de la mem-
brane plasmique 
V.2.1 Accumulation des dérivés ZnPcS3C0 dans la membrane plasmique 
Nos expériences de colocalisation confirment la présence des dérivés ZnPCS3Cn 
dans les structures internes ou périphériques de la membrane plasmique (Article 2, Figures 
III.1 et III.2). Leur présence à la périphérie de la membrane plasmique semble être favori-
sée pour la majorité des ZnPcS et paraît après une période d'incubation courte (1 h). Même 
s'il existe des différences évidentes révélant l'influence de l'hydrophobie des ZnPcS sur la 
localisation dans la membrane plasmique, ces données sont difficiles à interpréter et ce 
n'est pas le seul facteur à considérer pour élucider l'importance observée de la structure 
chimique sur l'activité photodynamique pour de courts temps d'incubation. 
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V.2.2 Effet de la structure chimique sur la distribution membranaire des ZnPCS3Co 
En observant attentivement l'internalisation progressive du marqueur membranaire, 
certaines différences peuvent être attribuées à la structure chimique. L'amphiphilie de 
ZnPcS2 expliquerait son internalisation plus diffuse et progressive, permettant sa détection 
à l'intérieur de la membrane plasmique après une incubation de 24 heures. L'hydrophilie 
de ZnPcS3 limite sa présence à la périphérie de la membrane plasmique et restreint la pro-
gression du marqueur. Pour sa part, l'hydrophobie développe un profil de localisation ca-
ractérisé par la formation de taches plus ou moins imposantes à des endroits localisés dans 
la membrane plasmique des cellules. Ce fait appuie l'hypothèse soulevée dans le premier 
article de cette thèse concernant une implication possible de !'endocytose durant l'interna-
lisation des mêmes ZnPcS en fonction de leur hydrophobie. La réalisation d'études sup-
plémentaires est nécessaire pour certifier l'apport de ce mode d'internalisation soit par im-
munofluorescence ou en identifiant les molécules de transport et les récepteurs impliqués. 
V.2.3 Dommages induits à la membrane plasmique durant la TPD 
Les propriétés spécifiques de la sonde TMA-DPH permettent de vérifier l'intégrité 
de la membrane plasmique. Une membrane plasmique fonctionnelle est imperméable à 
cette sonde, cette dernière s'associe rapidement à la périphérie de la membrane plasmique 
et s'intemalise progressivement avec l'augmentation du temps d'incubation seulement en 
présence d'une concentration externe en excès (Illinger et Kuhry, 1994; Coupin et al., 
1999). Un enlèvement du TMA-DPH excédentaire arrête son internalisation. On peut faci-
lement enlever la partie du TMA-DPH liée à la surface externe de la membrane par de 
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courts lavages successifs dans du tampon et déterminer la :fraction internalisée (Coupin et 
al., 1999). De plus, les propriétés particulières de cette sonde permettent de suivre la pro-
gression de son internalisation. L'intensité de la fluorescence augmente régulièrement en 
fonction du temps d'incubation. Une modification de la linéarité dans une population cel-
lulaire constante indique une dysfonction de la membrane plasmique. 
Les courbes de la cinétique d'internalisation totale (Article 2, figure IIl.2 A et B gra-
phique droit) montrent que la présence de ZnPcS3Cn n'affecte pas le fonctionnement de la 
membrane plasmique. La perte de linéarité observée après illumination de 5 minutes indi-
que un endommagement de la membrane plasmique facilitant l'internalisation de la sonde. 
Les variations du taux initial de ces courbes dépendent du type de ZnPcS et révèlent une 
implication possible de la structure chimique sur l'intensité des dommages induits. Les 
résultats de la figure III.4 (Article 2) confirment que la nature amphiphile des ZnPcS dé-
termine leur capacité à induire la perte d'intégrité membranaire surtout pour des courts 
temps d'incubation. Une incubation prolongée réduit l'influence de l'hydrophobie car tous 
les ZnPcS induisent des dommages à la membrane plasmique. 
Le profil des cinétiques de la :fraction intemalisée présenté à la figure III.3 de l'arti-
cle 2 confirme que la TPD induit bien une augmentation de la concentration de TMA-
DPH dans la bicouche lipidique et supporte l'influence de l'hydrophobie des ZnPcS. À la 
différence de l'internalisation totale, le taux initial de ces courbes représente une idée plus 
juste des fonctions de la membrane en mesurant directement la concentration internalisée 
et en minimisant l'importance des évènements reliés au mécanisme endocytique ou exocy-
tique. 
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V.2.4 Implication de la membrane plasmique dans la relation entre la structure 
chimique et l'activité photodynamique 
Pour quantifier les dommages induits par la TPD à la membrane plasmique nous 
avons utilisé le taux d'internalisation du marqueur endocytique TMA-DPH comme para-
mètre (Article 2, figure III.3). Étant donné la zone de réaction très limitée de 1'102 généré 
pendant la TPD, nous pouvons supposer qu'une augmentation de la vitesse d'internalisa-
tion du TMA-DPH après TPD correspond avec les dommages de la membrane et la locali-
sation de ZnPcS. La vitesse initiale d'internalisation du TMA-PDH dérivée des courbes de 
cinétique de la faction internalisée peut être corrélée avec la phototoxicité générale et un 
indice d'hydrophobie (temps de rétention) afin d'évaluer les relations possibles entre la 
structure chimique des ZnPcS3Cn et leur activité photochimique (Article 2, tableau III.1 ). 
Pour faciliter la détection des relations potentielles entre la structure chimique et l'activité 
photodynamique, les paramètres in vitro sont exprimés en % de leurs valeurs maximales et 
en fonction des temps de rétention (Article 2, figures III.SA et III.SB). Les histogrammes 
montrent une relation claire entre la structure chimique et l'activité photodynamique dé-
pendant de l'hydrophobie des ZnPcS (tR), l'internalisation des ZnPcS, la phototoxicité ( cel-
lules tuées/photon absorbé) et la perméabilité de membrane plasmique induite par la TPD 
(le taux initial de la fraction internalisée de TMA-DPH). 
En particulier pour des périodes d'incubation de 1 h, le potentiel photodynamique 
global correspond avec le taux initial de la fraction internalisée, suggérant un rôle impor-
tant de l'intensité des dommages à la membrane plasmique dans l'effet général de la TPD 
(Article 2, figure III.SA). Après une période d'incubation de 24 h nous observons une 
augmentation dans l'accumulation intracellulaire de tous les ZnPcS qui correspond avec 
une augmentation de leur phototoxicité et une diminution de l'effet de la membrane plas-
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mique, suggérant un changement dans les sites de photodommages de la membrane aux 
cibles intracellulaires (Figure III.5B). L'augmentation significative dans l'accumulation 
intracellulaire des ZnPcS3C6, C9 et C12 après une incubation de 24 heures ne se traduit par 
une augmentation proportionnelle de la phototoxicité, suggérant que leur internalisation 
supplémentaire ne contribue pas à augmenter leur potentiel phototoxique. ZnPcS3C16 est le 
seul ZnPcS dont une incubation prolongée cause une augmentation significative de l'inten-
sité des dommages induits au niveau de la membrane plasmique probablement reliée à un 
mécanisme d'internalisation plus lent et à sa forte tendance à s'agréger. Par conséquent une 
localisation membranaire et les dommages subséquents induits par ces PS sont des fac-
teurs majeurs dans l'expression de leur potentiel photodynamique. La membrane plasmi-
que représente donc une cible importante pour la TPD qui pourrait en partie expliquer 
l'importance de l'hydrophobie des ZnPcS pour des courtes périodes d'incubation. 
V.2.5 Rôle de la membrane plasmique en TPD 
Selon nos connaissances entourant les mécanismes d'action de la TPD, l'intensité des 
dommages induits au niveau de la membrane plasmique provoquerait un épuisement par-
tiel ou total de l'ATP intracellulaire résultant à une mort cellulaire apoptotique ou nécroti-
que (Nishiyama et al., 2003; Ali et Olivo, 2002; Rockwell et al., 1972). Des études précé-
dentes avec différents PS tels que l'étiopurpurine, la Photofrin, la mérocyanine 540 et des 
porphyrines dendrimériques ont démontré que la membrane constitue une cible importante 
pour la TPD (Brasseur et al., 1988; Kessel et al., 2003; Sharman et al., 1997). Nos conclu-
sions coïncident dans ce sens et avec une étude récente de Fabris et al. indiquant que l'is-
sue de la photosensibilisation, in vitro, avec un ZnPc non substitué pourrait être modulée 
d'un mécanisme de mort nécrotique (dommages de la membrane) à une mort apoptotique 
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(dommages intracellulaires) en réduisant la période d'incubation préalable avec les PS 
(Fabris et al., 2001 ). 
V.3 Imagerie TEP de l'apoptose dans un modèle tumoral animal: ciblage avec l'an-
nexine-V biotinée et 64Cu-DOTA-biotine-SAv 
V.3.1 Sélection de la méthode d'induction de l'apoptose 
Nous avons décidé d'induire l'apoptose par thérapie photodynamique (TPD) dans 
des souris Balb/c portant deux adénocarcinomes mammaires EMT-6. Ce modèle est bien 
établi et reconnu pour induire une régression tumorale ou une mort cellulaire impliquant 
nécessairement l'apoptose. Les avantages de la TPD par rapport aux autres thérapies 
conventionnelles sont que ni le PS ni la lumière utilisée pour son activation sont toxiques, 
permettant un traitement localisé où seulement les cellules exposées simultanément à la 
lumière, au PS et à 1'02 sont soumises aux effets cytotoxiques. La réponse tumorale peut 
facilement être modulée en changeant simplement le PS. Pour évaluer l'effet thérapeuti-
que, l'illumination d'une seule tumeur est nécessaire ce qui nous confère l'avantage que le 
même animal porte la tumeur traitée et son contrôle subissant les mêmes variations phy-
siologiques. 
Les cellules EMT-6 dérivent d'une tumeur primaire mammaire obtenue chez une 
souris Balb/C après implantation d'un nodule alvéolaire hyperplasique (Rockwell SC, et 
al., 1972) et sont facilement implantables chez ce type de souris sans subir de régression 
spontanée. Cette lignée cellulaire tumorale se cultivent facilement en laboratoire et néces-
site seulement une semaine pour produire une tumeur de taille acceptable. De plus, l'agres-
sivité de la lignée est facilement conservée par transfert direct ou indirect des cellules tu-
morales d'une souris à une autre. 
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V.3.2 Principales différences entre ZnPcS2 et AIPcS2 
Nous avons choisi deux MPcS2 en raison de leur nature amphiphile et de leur poten-
tiel photodynamique élevé. La seule différence entre ces deux produits se situe au niveau 
du choix du métal incorporé au centre du macrocycle. La présence d'aluminium comme 
métal central ajoute un ligand OH axial qui augmente significativement son hydrophilie 
globale et modifie ses propriétés physicochimiques. L'hydrophilie de AlPcS2 favorise son 
accumulation dans les liquides biologiques de la tumeur tandis que l'hydrophobie de 
ZnPcS2 incite son incorporation dans les cellules de la tumeur (Nowis et al., 2005 a et b). 
Ces deux produits pourtant similaires possèdent des activités photodynamiques différentes 
importantes. Le tableau V.1 regroupe certaines propriétés de ces deux produits. 
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Tableau V.1 : Principales propriétés de ZnPcS2 et de A1PcS2 
Photooxydation du 
Incorporation tryptophane 4 Hydrophobie Phototoxicité 2 cellulaire 3 Rendement HPPI MPcS2 (%) 
nmolePc /mg 
Rt (min) LD5o LD90 protéine PBS CRM1% 
AlPcS2 18.2 4.3 9.5 6.50 0.29 1.02 
ZnPcS2 25.5 0.5 1.0 1.75 0.18 1.16 
1 Le temps de rétention des deux Pcs en minutes par HPLC en phase inversée avec 
une colonne Cl 8. 2 Le LD5o ou LD90 indique la valeur requise pour induire une 
mortalité de 50 % ou de 90 % des cellules EMT-6 après une incubation d'une heure 
avec 1 µM de chacun des phthalocyanines. 3Les cellules EMT-6 sont incubées avec 
ZnPcS2 ou AlPcS2 (10 µM) pour 24 heures et la concentration intracellulaire des 
Pcs est déterminée et exprimée en nmole de Pc par mg de protéines cellulaires. 4 La 
quantité relative d'hydroperoxide (HPPI) formée de la photooxydation du L-
tryptophane en utilisant le PBS ou le CRM 1 % comme solvant est exprimée comme 
une valeur relative(%) par rapport à la valeur d'un produit de référence (A1PcS4). 
In vivo, leurs différences engendrent les particularités suivantes. Le ZnPcS2 est re-
connu pour avoir un effet rapide et direct sur les cellules causant des dommages vastes 
dans la zone illuminée. Son effet sur le système vasculaire est doux et limité à la perméa-
bilisation des vaisseaux de la tumeur. ZnPcS2 ne provoque pas de constriction vasculaire 
ou de réduction de débit sanguin durant l'illumination ce qui permet de maintenir un ni-
veau adéquat d'oxygénation augmentant l'efficacité de la TPD (Fingar et al., 1993). Pour 
sa part AlPcS2 agit d'abord en provoquant une action directe (-70%) suivie par une cons-
triction vasculaire résultant à une chute approximative de 50% du débit sanguin dans la 
tumeur débutant 3 heures après la TPD. A1PcS2 entraîne deux phases de mortalité succes-
sives dérivant des effets directs et indirects (Chan et al., 1996). 
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V.3.3 Marquage du complexe radioactif 
La synthèse du complexe radioactif 64Cu-DOTA-biotine-SAv exige une insertion 
préalable du cuivre dans le chélateur Dota suivie par une association de la biotine avec la 
SAv. Le marquage de l'intermédiaire 64Cu-DOTA-biotine a été confirmé par HPLC (figure 
V.2) pendant que l'union de la biotine radioactive avec la SAv a été vérifiée après migra-
tion sur gel d'acrilamide en condition dénaturante. L'obtention du même temps d'élution 
pour les deux complexes biotinés confirme l'insertion du cuivre qui sera aussi appuyée par 
la présence de radioactivité dans les puits du gel correspondant à l'ajout du complexe bio-
tine DOTA et biotine-DOTA-SAv (Article 3, figure IV.2). 
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Figure V.2 : Spectres HPLC des complexes de la Biotine : Profil HPLC (phase in-
versée) du DOTA-biotine (trace inférieure) et du 64Cu-DOTA-biotine 
(trace supérieure) éluée avec un gradient linéaire de 0,1 % TFA en acé-
tonitrile (5-50% plus de 40 minutes) à 1 ml/min. La radioactivité a été 
mesurée avec un détecteur (débit de compte) et le matériel non ra-
dioactif a été enregistré par un détecteur UV réglé à 280 nm. 
L'observation de ce gel permet de déduire les faits suivants. Premièrement, le 64Cu-
DOT A-biotine et la SA v sous forme monomérique migrent à une vitesse équivalente en 
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dépit des grandes différences de taille (778 vs. 14,5 KDa). L'influence de la charge sur la 
vitesse de migration de ce type d'électrophorèse pourrait expliquer cette situation. 64Cu-
DOT A-biotine possède une faible charge négative tandis que la SAv est fortement chargée 
par la présence de nombreuses molécules de SDS qui compensent apparemment la diffé-
rence de taille. Deuxièmement, l'union de la biotine avec la SAv est confirmée par la dé-
tection d'une forme tétramérique radioactive sous des conditions dénaturantes. Finalement, 
la présence de SAv monomérique non marquée dans le puit contenant le 64Cu-DOTA-
biotine-SAv (Article 3, figure IV.2) confirme que le complexe contient moins que 0,75 
unité de biotine par molécule de SAv (Gonzalez et al., 1997), laissant suffisamment de 
sites libres pour permettre l'interaction avec l'annexine-V biotinée. 
V.3.4 Rendements obtenus 
Notre méthode donne des rendements supérieurs à 95% pour l'insertion du cuivre 
dans le 64Cu-DOTA-biotine (activité spécifique ~15 GBq/µmol) et à 70% pour le conjugué 
64Cu-DOTA-biotine-SAv (activité spécifique ~11 GBq/µmol) en se basant sur le contenu 
en cuivre. Une dose de 3 MBq de 18FDG est suffisante pour imager une souris de 20 g 
avec l'appareil TEP de l'Université de Sherbrooke, ce qui équivaut à une dose approxima-
tive de 12 à 15 MBq de 64Cu. Deux études récentes, l'une par Sun et l'autre par Zimmer-
man ainsi que leurs collaborateurs respectifs, ont démontré qu'une dose de 64Cu comprise 
entre 18 et 37 MBq pour des souris ou des rats suffit pour permettre une reconstruction 
précise des zones d'accumulation des différents radioconjugués (Sun et al., 2004; Zim-
merman et al., 2003). En se basant sur la moyenne des doses utilisées, notre conjugué pos-
sède une activité suffisante pour permettre l'imagerie TEP adéquate. 
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V.3.5 Détection in vitro et ex vivo de l'apoptose par 64Cu-DOTA-biotin-SAv 
Pour évaluer l'intégrité de la SAv radioactive à reconnaître l'annexine-V biotinée at-
tachée à la Pser externalisée, nous avons comparé l'accumulation cellulaire ou tissulaire de 
notre complexe radioactif avec celle d'un conjugué fluorescent commercial de la SA v sous 
des conditions in vitro et ex-vivo. 
Après l'induction de l'apoptose par TPD dans des cellules EMT-6 in vitro et le pré-
ciblage avec l'annexine-V biotinée, les deux sondes détectent un niveau équivalent d'apop-
tose induite. Les deux ne s'accumulent pas sur les cellules intactes et se lient aux cellules 
apoptotiques. (Article 3, figure IV.3A). De même, après TPD in vivo des tumeurs EMT-6, 
de l'excision et du marquage ex vivo, les sondes fluorescentes et radioactives de la SAv ont 
montré des profils semblables (Article 3, figure IV.3B). L'induction de l'apoptose a été 
confirmée dans les deux cas par la détection de la :fragmentation caractéristique de l'ADN 
(Article 3, figure IV.4). 
Les différences dans l'accumulation du 64Cu en fonction de l'intervalle de temps en-
tre la TPD et l'administration de l'annexine-V biotinée (Article 3, figure IV.3b) suggèrent 
des différences dans les mécanismes d'action entre les protocoles de traitement avec Al ou 
ZnPcS2. Une accumulation plus élevée des sondes après ZnPcS2-TPD est conforme à notre 
connaissance et correspond au niveau d'efficacité du colorant ZnPcS2 à induire une morta-
lité cellulaire par effet direct. Après un délai de 24 heures, la détection de l'apoptose est 
pauvre pour les deux PS, en utilisant soit la sonde radioactive ou fluorescente, reflétant 
l'absence des cellules apoptotiques due à leur enlèvement physiologique du tissu tumoral 
par phagocytose ou par engouffrement. Ces deux expériences prouvent que notre com-
plexe conserve son affinité pour se lier à l'annexine-V biotinée accumulée sur les cellules 
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apoptotiques, mais en plus il pourrait aussi mesurer à un certain niveau l'intensité des 
dommages induits. 
V.3.6 Optimisation de l'approche par pré-ciblage 
L'optimisation de la détection de l'apoptose et de la qualité de l'image dépend de la 
coordination des différentes étapes de cette approche. Le premier intervalle à considérer 
dans cette étude concerne la synchronisation de l'étape de pré-ciblage qui constitue le 
point déterminant du processus. Un préciblage efficace exige une estimation précise du 
moment d'injection de l'annexine-V biotinée, c.à-d. le temps requis après TPD pour tenir 
compte de l'expression optimale de l'apoptose. Nos données in vivo prouvent qu'une détec-
tion optimale de l'apoptose devrait être réalisée en injectant l'annexine-V biotinée tôt après 
la TPD (Article 3, tableau IV.1). 
Les temps d'injection de l'A v et du complexe radioactif sont importants, mais consi-
dérés moins critiques pour l'instant et seront évalués dans une étude subséquente. Pour ces 
deux étapes, l'intervalle de temps minimal doit correspondre approximativement au double 
du temps nécessaire pour éliminer la moitié de la concentration du produit injecté. En se 
basant sur les données de la littérature, nous avons arbitrairement fixé la durée de ces in-
tervalles à deux heures pour toutes les expériences subséquentes (Subbarayan et al., 2003; 
Lahorte et al., 2003; Collingridge et al., 2003; Sakahara et Saga, 1999, Gruaz-Guyon et 
al., 2005; Mirallié et al., 2005; Kobayashi et al., 1995). 
L'intervalle de temps après l'injection du traceur est très importante pour optimiser la 
qualité de l'image et dépend de la vitesse d'élimination du traceur de la circulation san-
guine. La courbe de clairance sanguine indique qu'une période de 3 heures est nécessaire 
pour atteindre un taux d'élimination du traceur supérieur à 90% (Article 3, figure IV.5). 
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Pour les études de distribution et d'imagerie TEP, la synchronisation des différentes étapes 
sera fixée de la manière suivante: une trentaine de minutes pour la TPD, pré-ciblage im-
médiatement après TPD, suivi 2 heures plus tard par une clairance sanguine avec l'Av et 
encore deux heures plus tard (4 h après TPD) par l'injection du 64Cu-DOTA-biotin-SAv. 
V.3.7 Distribution du 64Cu-DOTA-biotin-SAv dans notre modèle animal 
L'évaluation de la distribution du complexe 64Cu-SAv montre peu de différence dans 
la distribution globale entre les animaux traités et de référence. Les reins montrent la plus 
forte accumulation de 64Cu selon l'élimination du 64Cu-DOTA-biotin-SAv en grande partie 
par l'intermédiaire de la voie urinaire. Des observations semblables ont été faites avec 
l'annexine-V radioactive et différentes hypothèses ont été avancées pour expliquer l'impor-
tance de l'accumulation rénale. Une présence potentielle de Pser externalisées dans les 
reins a été éliminée par Blankenberg et autres (Blankenberg et al., 2004). Leurs études ont 
indiqué que différents analogues d'annexine-V possédant des efficacités différentes pour 
détecter l'apoptose naturelle dans le foie et la rate, exhibaient des mêmes valeurs d'accu-
mulation rénale. 
En ce qui concerne les tissus non cibles (Article 3, tableau IV.2), on note une dimi-
nution significative de l'activité sanguine qui entraîne une augmentation du rapport tissus 
sang pour le foie, les poumons et la rate par rapport aux valeurs du groupe contrôle. Une 
présence significative de 64Cu-DOT A-biotin-SA v dans le muscle non illuminé entourant la 
tumeur traitée ainsi qu'une diminution (P < 0,05) de l'activité du traceur dans la tumeur de 
référence suivant la TPD (0,45 à 0, 11 %ID/g) sont aussi observées et suggèrent une ré-
ponse systémique découlant de la TPD. L'induction d'une réaction immunologique systé-
mique suivant la TPD est bien documentée et pourrait expliquer ces anomalies (Castano et 
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al., 2005b; Bérard et al., 2006 sous presse; Fingar et al., 1993; Blankenberg et al 2004). 
Les changements dans les rapports tumeur/sang peuvent également résulter des modifica-
tions au niveau de la perméabilité et de la perfusion vasculaire de la tumeur (Article 3, 
tableau IV.2). Il est bien connu que la TPD affecte fortement le débit sanguin de la tumeur 
en induisant un relâchement d'une variété de composés vasoactifs et que l'intensité de ce 
phénomène se relie directement à l'hydrophobie du PS (Chan et al., 1996; Fingar et al., 
1993). 
V.3.8 Détection in vivo de l'apoptose par notre méthode de pré-ciblage 
Plusieurs signes indicateurs révèlent une spécificité de l'accumulation du com-
plexe radioactif après TPD. Une accumulation significative du 64Cu dans la tumeur 
traitée et une détection minimale d'apoptose dans la tumeur contrôle. L'intensité de 
64Cu augmente progressivement en fonction de la longueur de l'intervalle de temps 
entre l'injection du traceur et du moment d'imagerie surtout au niveau de la tumeur 
traitée. L'omission de l'étape de pré-ciblage avec l'anx V biotinée engendre une ac-
cumulation non significative du 64Cu dans la tumeur traitée, l'omission de l'étape de 
clairance n'empêche pas une certaine accumulation dans la zone affectée mais affecte 
surtout le contraste de l'image bien qu'une application complète du protocole distin-
gue clairement la zone apoptotique dans la tumeur traitée (Article 3, figure IV.6 a,b 
etc). En variant le temps d'injection de l'anx V biotinée ou en utilisant des ZnPcS qui ont 
des potentiels photothérapeutiques différents, la variation dans l'intensité de l'accumula-
tion de notre complexe a permis de détecter un gradient d'apoptose dans les tumeurs illu-
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minées et de déduire une induction d'un effet systémique découlant de l'activité photody-
nam1que. 
V.3.9 Résultats obtenus par imagerie TEP 
Les résultats de l'imagerie TEP des animaux traités avec 64Cu-DOTA-biotine-SAv 
après l'application du protocole complet de préciblage ont montré un profil de distribution 
du traceur dans les tumeurs et les organes non ciblés conforme à celui énoncé dans les 
études de biodistribution. La vessie et les reins sont très bien tracés sur toutes les images 
tandis que l'accumulation du 64Cu diminue d'une manière décroissante en passant par le 
foie, le cœur, les poumons et les intestins (Article 3, figure IV.6A). La clairance rapide du 
64Cu-DOTA-biotin-SAv par l'intermédiaire de la voie urinaire était évidente par une im-
portante détection de la radioactivité dans la vessie dès 30 minutes après injection du tra-
ceur ( 4,5 h après TPD). La présence des cellules apoptotiques dans les tumeurs illuminées 
était facilement déduite des premiers balayages enregistrés 30 minutes après administra-
tion de traceur et demeurait encore évidente sur les balayages 24 heures après l'injection 
du radioconjugué. D'autre part, peu ou pas d'activité pouvait être détectée dans la tumeur 
de référence (voir Article 3, figure IV.6 B-c pour la position des tumeurs). Des balayages 
saisis sur la même souris à des intervalles périodiques après l'injection du traceur nous 
permet de déceler une augmentation appréciable de l'intensité de la radioactivité dans la 
tumeur traitée et dans la vessie ce qui nous indique une rétention du produit dans ces deux 
organes. La rétention tumorale pourrait être un indice d'un accroissement de la reconnais-
sance des sites apoptotiques et l'autre un refus de l'animal à uriner pendant la durée de 
l'imagerie. 
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L'intervalle optimal de temps entre l'administration de 64Cu-DOTA-biotine-SAv et 
l'imagerie TEP change avec l'efficacité du traitement des tumeurs (Article 3, figure IV.7). 
Après un traitement plus agressif avec ZnPcS2-TPD, on a observé une incorporation plus 
élevée du 64Cu dès ~ 7 h après traitement pour ensuite se résorber progressivement jusqu'à 
l'obtention d'un plateau temporaire. En revanche, après AlPcS2-TPD, nous observons une 
réponse hâtive plus modérée qui s'accroît brusquement pour atteindre un contraste optimal 
dans la tumeur traitée vers 10 à 11 heures après traitement TPD reflétant une réponse 
apoptotique retardée. Cette approche peut en plus détecter des différences dans les méca-
nismes d'action des traitements. 
V.3.10 Potentiel clinique de cette méthode en oncologie 
D'un point de vue clinique, cette méthode non invasive d'imagerie fournirait aux dif-
férents médecins spécialistes un outil diagnostique flexible pour vérifier l'efficacité des 
traitements anticancéreux, d'estimer la progression ou la régression des maladies provo-
quées par un déséquilibre de la mort cellulaire, de visualiser les zones d'inflammation, de 
déterminer la tolérance ou le rejet des transplants, d'identifier les cellules endommagées 
des vaisseaux sanguins et des principaux organes ( cœur et cerveau), de détecter la cardio-
toxicité de la doxorubicine, d'étudier les plaques de l'athérosclérose et d'évaluer la gravité 
de nombreux désordres. 
Une approche de pré-ciblage augmenterait la flexibilité par rapport à la méthode de 
marquage directe utilisant 99mTc-anxV. L'étape initiale de pré-ciblage peut être répétée 
pour augmenter l'accumulation du traceur par les tissus cibles tandis que la synchronisa-
tion et les doses de tous les produits administrés peuvent également être modulées. Ainsi 
les différentes étapes de cette méthode de pré-ciblage peuvent être ajustées pour s'adapter 
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aux processus biologiques ou thérapeutiques à l'étude, ayant pour résultat un contraste 
amélioré de l'image et la détection optimale de l'apoptose. 
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VI CONCLUSION 
En résumé, les propriétés amphiphiles des PcS3 peuvent être améliorées par l'addi-
tion d'une chaîne linéaire de carbones au macrocycle du Pc. L'hydrophobie des différents 
dérivés du zinc trisulfoné (ZnPcS3) joue un rôle clé dans l'incorporation cellulaire, la pho-
tocytotoxicité et affecte aussi leur agrégation dans les différents solvants. L'ajout d'une 
chaîne linéaire de 6 à 9 carbones à ZnPcS3 (ZnPcS3C6 et ZnPcS3C9) engendre deux PS 
plus actifs possédant une hydrophobie et un comportement biologique similaire au compo-
sé amphiphile ZnPcS2. Les avantages de ces nouveaux dérivés sur ZnPcS2 se situent au 
niveau d'une synthèse chimique simplifiée donnant un produit pur facilement identifiable. 
Un court temps d'incubation favorise la présence de Pcs à l'intérieur de la couche li-
pidique de la membrane plasmique. Le taux initial de la fraction intemalisée constitue un 
bon indicateur des propriétés hydrophiles/hydrophobes des PS. Cette approche a permis 
d'établir l'existence et l'importance de la relation entre l'hydrophobie du PS et la localisa-
tion des PS dans la membrane plasmique. Après une courte incubation, les plus amphiphi-
les ZnPcS3C6 et ZnPcS3C9 ciblent la membrane plasmique, par la suite l'illumination dé-
clenche des vastes dommages à la membrane plasmique et une mort cellulaire par nécrose. 
Après une incubation prolongée (24 heures) la majorité des ZnPcS migre vers les compar-
timents intracellulaires, déclenchant une mort cellulaire par des voies apoptotiques. Ainsi, 
nos données démontrent que la mort cellulaire induite par TPD peut être modulée par le 
choix du PS et par la durée du temps d'incubation de la drogue avant l'illumination. Ces 
conclusions appuient les relations structurales établies dans la premier article de cette 
thèse pour la même série de ZnPcS et confirment que les propriétés amphiphiles des 
ZnPcS jouent un rôle clé durant leur accumulation intracellulaire et sur leur photocyto-
toxicité. 
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Dans le troisième article de cette thèse, nous avons démontré l'efficacité d'une pro-
cédure de pré-ciblage en trois étapes pour l'imagerie TEP de l'apoptose. Cette procédure 
offre une flexibilité d'adapter les intervalles de temps entre les diverses étapes pour ac-
commoder les protocoles de traitement choisis. Ainsi les intervalles entre l'intervention 
clinique, le pré-ciblage avec l'annexine-V biotinée non radioactif: le nettoyage avec l'Av et 
l'administration du radiopharmaceutique peuvent tous être modulés pour optimiser la dé-
tection de l'apoptose. Nos données confirment aussi l'utilité de la TEP pour évaluer l'effi-
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